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Lidské membránově vázané enzymy podílející se na metabolismu karbonylových sloučenin představují velice 

zajímavou skupinu, ve které navzdory velkému úsilí vědců zůstává řada doposud necharakterizovaných enzymů a to 

především z velké nadrodiny dehydrogenas/reduktas s krátkým řetězcem (SDR). 

V lidském genomu je v současné době identifikováno 75 SDR zástupců, přičemž pouze 20 % z nich je považováno za 

dobře charakterizované. Na druhou stranu 30 % těchto proteinů zůstává zcela nepopsaných. SDR enzymy se podílí na 

metabolismu steroidů, sacharidů, retinoidů či prostaglandinů a hrají tak důležitou roli v řadě fyziologických dějů 

a závažných onemocnění (např. hormon-dependentní nádory, metabolický syndrom, diabetes mellitus). Mimoto jsou 

zapojeny do biotransformace některých exogenních sloučenin. Bylo identifikováno několik SDR enzymů hrajících 

významnou roli v I. fázi biotransformace xenobiotik (např. u doxorubicinu, dolasetronu, benfluronu, metyraponu, 

ketoprofenu), ale doposud pouze jediný membránově vázaný zástupce, 11β-hydroxysteroiddehydrogenasa 1 

(11β-HSD1). Vzhledem k lipofilitě xenobiotik, která významným způsobem ovlivňuje jejich distribuci, se předpokládá, 

že důležitou roli v jejich biotransformaci budou hrát právě membránově vázané enzymy. Tuto hypotézu podporuje 

i fakt, že u řady xenobiotik s prochirální karbonylovou skupinou nemůže být výsledná stereospecifita metabolitů 

(v porovnání působení celé mikrosomální frakce a 11β-HSD1) vysvětlena aktivitou pouze jednoho enzymu. 

Pro lepší pochopení zapojení membránově vázaných reduktas do metabolismu karbonylových sloučenin byly 

připraveny rekombinantní formy více či méně známých nebo zcela nepopsaných SDR enzymů. Při screeningu jejich 

enzymových aktivit in vitro vůči vybraným substrátům byla mimo jiné detekována katalytická aktivita doposud 

necharakterizované dehydrogenasy/reduktasy (SDR rodina) 7 (DHRS7). 

U rekombinantní formy DHRS7 jsme poprvé experimentálně potvrdili její lokalizaci v membráně 

endoplasmatického retikula, topologii a základní biochemické vlastnosti. DHRS7 byla identifikována jako 

transmembránový protein s hlavní částí polypeptidového řetězce směřujícího do lumen endoplasmatického retikula 

bez přítomnosti posttraslanslační modifikace glykosylací. U proteinu byla zjištěna redukční enzymová aktivita jak vůči 

endogenním steroidům (kortison, 4-androsten-3,17-dion, estron), tak xenobiotickým sloučeninám škodlivým pro 

lidské zdraví (1,2-naftochinon, 9,10-fenantrenchinon, 1,4-benzochinon) s preferencí pro NADPH kofaktor. Navíc se 

enzym podařilo z mikrosomální frakce výběrem vhodného detergentu solubilizovat, purifikovat a následně převést do 

rekonstitučního systému, což umožní jeho další studium. 
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V rámci řešení problematiky enzymů redukujících karbonylové sloučeniny byly zavedeny nové metody 

vysokoúčinné kapalinové chromatografie pro detekci redukčních metabolitů léčiva bupropionu, dále pro tabák 

specifického prokarcinogenu nitrosaminu (NNK) a endogenního retinalu. Byly identifikovány enzymy, které se na 

biotransformaci těchto látek in vitro podílí a tím se podařilo doplnit chybějící informace v jejich možném metabolickém 

profilu. V biotransformaci bupropionu byly nově identifikovány 11β-HSD1, AKR1C1, AKR1C2, AKR1C3 

a karbonylreduktasy 1 a v případě NNK a retinalu byla identifikována účast DHRS7. 
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Human membrane bound enzymes involved in the metabolism of carbonyl containing compounds consitute a highly 

interesting group of enzymes. Despite the great effort of scientists over the world most of them still remain 

uncharacterized, mainly those from the large short-chain dehydrogenases/reductases superfamily (SDR). 

At present, 75 SDR members have been indentified in the human genome whereas only 20 % of them is considered 

to be well characterized. On the other hand 30 % SDRs remain completly uncharacterized. SDR enzymes are involved 

in the metabolism of steroids, saccharides, retinoids or prostaglandins and therefore play a crucial role in a number of 

physiological pathways as well as several serious diseases (e.g. hormon dependent cancer, metabolic syndrome, 

diabetes mellitus). Moreover, SDR proteins contribute to the biotransformation of some xenobiotic compounds. Several 

SDR enzymes have been identified to be involved in the phase I metabolism of drugs such as doxorubicin, dolasetron, 

benfluron, metyrapone or ketoprofen, but so far only one membrane-bound member, 11β-hydroxysteroid 

dehydrogenase 1 (11β-HSD1). With regard to xenobiotics‘ lipophilicity which affects their distribution within the cell, 

it can be expected that right membrane-bound reductases play an important role in the biotransformation such 

substances. Moreover, this hypothesis is supported by the findings that in many cases the stereospecificity 

of metabolites resulting from biotransformation of prochiral carbonyl group containg componds can not be explained 

by the activity of only one enzyme. 

For better understanding of involvement of membrane-bound reductases in the metabolism of carbonyl compounds, 

at the first stage in vitro, it has been prepared the recombinant forms of more or less known or completly unknown SDR 

enzymes. The enzymatic activity so far uncharacterized dehydrogenase/reductase (SDR family) member 7 has been 

detected during the selected substrates screening. 

For the first time the computatinal predictions of DHRS7 as transmembrane protein, its topology and basic 

biochemical properties were experimentaly confirmed. DHRS7 has been demonstrated to be an integral protein with 

the main part of polypeptid chain facing the lumen of the endoplasmic reticulum with the lack of posttracriptional 

glycosylation modification. Subsequently, NADP(H) cofactor preference and enzymatic reducing activity of DHRS7 was 

determinated toward endogenous substrates with steroid structure (cortisone, 4-androstene-3,17-dion, estrone) and 

also toward relevant exogenous substances bearing the carbonyl group harmful to human health (1,2-naphtoquinone, 

9,10-phenantrenequinonechinon, 1,4-benzoquinone). Moreover, the enzyme was succesfully solubilized thanks 
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to suitable detergent selection, purified and reconstitued to the liposomal system. Due to reconstitution the further 

detailed studium of DHRS7 is possible. 

Focused on carbonyl compounds metabolism the new methods of high performance liquid chromatography were 

established for detection of reduced metabolites of bupropion, tobacco specific nitrosamin NNK and endogenous 

all-trans-retinal. The enzymes from aldo-ketoreductase and short-chain dehydrogenase/reductase superfamilies were 

identified in biotransformation of these compounds at least in vitro, so information gaps in their metabolic profiles 

were filled. 11β-HSD1, AKR1C1, AKR1C2, AKR1C3 and carbonyl reductase 1 were determined to take part in the 

metabolism of bupropion. Newly DHRS7 was identified to contribute to the enzymatic reduction of NNK and 

all-trans-retinal. 
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1 ÚVOD 

Projekt zmapování lidského genomu (Human Genome Project), jehož výsledky byly publikovány před více než deseti 

lety, představuje jednu z největších vědeckých výzev 21. století. Znalosti primární struktury lidského genomu 

nevídaným způsobem urychlily biomedicínský výzkum a umožnily vědcům poskládat často kusé informace do 

ucelenějšího obrazu biologických struktur, funkcí, evoluce a historie. V současné době se v katalogu lidských genů 

Ensembl nachází 23 789 záznamů, z nichž je 19 523 klasifikovaných jako ověřené sekvence kódující proteiny. Navzdory 

velkému úsilí zde ale zůstává značná část genů, jejichž úloha v organismu zůstává neznámá. Existuje vysoká 

pravděpodobnost, že mezi těmito nově popsanými sekvencemi se nachází i ty, které kódují proteiny s významnou rolí 

ve fyziologických či patologických procesech a které tak mohou sloužit jako potenciální terapeutické cíle. K jejich 

identifikaci slouží množství postupů od in vitro metod studujících produkty jednotlivých genů v modelových systémech 

po hledání proteinů, jejichž množství nebo aktivita se během patofyziologických procesů mění. I přes řadu moderních 

in silico přístupů ke studiu funkce cílového proteinu s využitím bioinformatických algoritmů zůstávají klasické 

laboratorní metody nedílnou součástí výzkumu. 

V řadě fyziologických drah (např. syntéza steroidních hormonů, cyklus vidění), stejně tak v patogenezi některých 

závažných a poměrně častých onemocnění (např. metabolický syndrom, diabetes mellitus či hormon dependentní 

nádory prsu a prostaty) hrají důležitou roli zástupci z nadrodiny dehydrogenas/reduktas s krátkým řetězcem. I v této 

skupině existuje mnoho enzymů, které jsou charakterizovány málo nebo vůbec. Významnou část těchto nepopsaných 

enzymů pak tvoří především membránově vázaní zástupci, s nimiž se v porovnání s cytosolickými formami pracuje 

daleko obtížněji. Pro lepší pochopení zapojení těchto tzv. sirotčích enzymů do (pato)fyziologických procesů je nezbytné 

charakterizovat je jak na úrovni tkáňové či buněčné lokalizace, tak jejich biologické funkce. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

Biologické membrány jsou naprosto esenciální pro vznik a funkci živých organismů. Vytváří bariéru mezi vnitřním 

a vnějším prostředím, udržují chemický a napěťový gradient, organizují a regulují enzymové aktivity, umožňují přenos 

informací a látek a v neposlední řadě poskytují substráty pro biosyntézu i pro signální molekuly. Jsou to velmi 

dynamické struktury, které jsou neustále aktivní jak na svém povrchu tak uvnitř. Díky svému fluidnímu charakteru 

umožňují různou míru interakcí mezi jednotlivými stavebními komponentami, což je základní předpoklad pro jejich 

funkci (Luckey, 2008). 

Mezi hlavní složky membrán patří lipidy, proteiny a sacharidy (Obrázek 1). Základní strukturu tvoří dvojvrstva 

z fosfolipidů a sfingolipidů, kde jsou nepolární části molekul paralelně uspořádány uvnitř membrány (acyly mastných 

kyselin), polární části pak směřují do hydrofilního prostředí, tzn. vně membrány (Obrázek 1). Majoritní část 

specifických funkcí plní membránové proteiny, které u živočichů představují asi 50 % hmotnosti většiny membrán. 

Právě lipidové a proteinové složky zásadním způsobem ovlivňují permeabilitu membrán. Lipidová dvojvrstva je lehce 

prostupná pro nepolární sloučeniny (např. O2, CO2) a nenabité polární molekuly (H2O, ethanol, glycerol), zatímco 

proteiny zajišťují specifický transport iontů a nabitých molekul, ale také katalytické aktivity. Významnou funkci mají 

i sacharidy, které tvoří součást glykoproteinů a glykolipidů lokalizovaných vně dvojvrstvy. Plní důležitou úlohu 

v mechanické ochraně a při vzájemném rozpoznávání a adhezi buněk (Alberts et al., 2007; Luckey, 2008). 

 

Obrázek 1 - Schéma struktury biologické membrány (upraveno dle Luckey, 2008). 
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2.1 MEMBRÁNOVÉ PROTEINY 

Membránové proteiny tvoří až 30 % lidského proteomu. Jsou zodpovědné za většinu specifických funkcí 

biomembrány, přičemž nejčastěji působí jako receptory, kanály, transportéry nebo mají enzymovou aktivitu (Alberts 

et al., 2007; Almén et al., 2009; Luckey, 2008). Jejich důležitost potvrzuje i fakt, že jsou cílem farmakologického působení 

až 60 % léčiv (Fagerberg et al., 2010). 

S lipidovou dvojvrstvou interagují třemi základními způsoby (Obrázek 1): nekovalentními vazbami k povrchovým 

strukturám membrány (periferní proteiny), kovalentními vazbami k lipidům (proteiny s lipidovou kotvou), největší 

skupinu pak představují transmembránové proteiny (integrální) vytvářející hydrofobní či van der Waalsovy vazby 

k vnitřním strukturám membrány (Alberts et al., 2007; Lodish et al., 2003). 

2.1.1 PERIFERNÍ PROTEINY 

Periferní proteiny (Obrázek 1) jsou k povrchu membrány vázány pouze pomocí slabých nekovalentních vazeb, 

většinou interakcemi s negativně nabitými lipidy, s nabitými skupinami proteinů nebo obojím. Při centrifugaci 

sedimentují obvykle s membránou, pokud ale dojde k extrémní změně pH nebo iontové síly, snadno se uvolní do 

supernatantu. Mohou být lokalizované jak na vnitřní tak vnější straně membrány (Lodish et al., 2003; Luckey, 2008). 

Klasickými zástupci periferních proteinů jsou: cytochrom c, důležitá součást dýchacího řetězce; ankyriny, které patří 

do skupiny proteinů zprostředkovávající připojení integrálních proteinů ke spektrinovým strukturám membrán 

(Bennett & Chen, 2001; Mohler et al., 2002); různé fosfolipasy, které mají důležitou regulační funkci v produkování 

sekundárních poslů (fosfolipasa C, fosfolipasa A2) nebo annexiny, které umožnují Ca2+-dependentní signalizaci a hrají 

důležitou funkci v řadě fyziologických procesů (Luckey, 2008). 

Amfitropní proteiny 

Aktivita některých ve vodě rozpustných (cytosolických) proteinů může být regulována vznikem slabé, reversibilní 

vazby k membráně a tedy jejich změnou na membránově vázané formy. Takovéto periferní proteiny se nazývají 

amfitropní. Tento způsob regulace enzymové aktivity je znám např. u proteinkinasy C (Johnson & Cornell, 1999; Luckey, 

2008). 

2.1.2 MEMBRÁNOVÉ PROTEINY S LIPIDOVOU KOTVOU 

Další skupinu membránových proteinů tvoří ty, jejichž polypeptidový řetězec je k membráně připojen jednou nebo 

několika kovalentními vazbami, které vznikají mezi aminokyselinou a acylem mastné kyseliny, terpenem nebo 

glykosylfosfatidylinositolem (GPI). Příkladem membránového proteinu s lipidovou kotvou je katalytická podjednotka 

cAMP-dependentní proteinkinasy, lipoproteinová lipasa nebo alkalická fosfatasa (Luckey, 2008). Interakce tohoto typu 

proteinu s lipidovou dvojvrstvou jsou pevnější a pro jejich solubilizaci je často nutné použít detergenty, které naruší 

integritu membrány (Alberts et al., 2007). 



2 Teoretická část 

14 

2.1.3 INTEGRÁLNÍ PROTEINY 

Integrální proteiny jsou do membrány pevně vnořené svým polypeptidovým řetězcem a pro jejich solubilizaci je 

nezbytné rozrušení membrány pomocí detergentu. Jejich hydrofobní segmenty, složené z nepolárních aminokyselin, 

prostupují skrz lipidovou dvojvrstvu, kde vytváří poměrně pevné hydrofobní vazby. Tyto transmembránové (TM) 

jednotky jsou tvořeny nejčastěji jedním nebo několika α-helixy nebo několika β-skládanými listy, které vytvářejí 

strukturu β-soudku (tato struktura je běžná pro tzv. poriny, které slouží jako kanály) (Lodish et al., 2003; Luckey, 2008). 

Právě struktura α-helixů se používá nejčastěji pro predikci membránových proteinů v počítačových databázích při 

mapování lidského proteomu. Na základě těchto algoritmů bylo identifikováno přes 5 500 genů kódujících 

membránové proteiny s α-helixem (z celkového počtu 19 523 genů kódujících proteiny v lidském genomu, dle katalogu 

Ensembl), což tvoří 27 % celého lidského proteomu (Almén et al., 2009). Hydrofilní segmenty, někdy značně rozsáhlé, 

pak interagují s vodným prostředím na povrchu membrán (Lodish et al., 2003). Rozlišují se monotopické proteiny, 

které jsou pevně ukotvené v membráně, ale neprostupují jí skrz, a proteiny s jedním a více TM segmenty (Luckey, 2008). 

Monotopické proteiny 

Existuje poměrně málo dobře charakterizovaných monotopických proteinů, struktura je známá pro prostaglandin 

H2 synthasu (cyklooxygenasa 2), amidhydrolasu 1 mastných kyselin či monoaminooxidasu, všechny tyto enzymy jsou 

důležitými farmakologickými cíli (Luckey, 2008). 

Bitopické a polytopické proteiny 

Většinu integrálních proteinů pak tvoří bitopické (s jedním TM segmentem) či polytopické (více TM jednotek) 

proteiny (Obrázek 2). V rámci detailnějšího studia především proteinů vázaných k membráně endoplasmatického 

retikula (ER) se rozlišuje několik typů a to na základě orientace polypeptidového řetězce v membráně resp. expozici 

odštěpitelné signální sekvence na vnější nebo vnitřní straně membrány. Nutno podotknout, že nomenklatura 

jednotlivých typů není zcela jednotná (Tabulka 1) (Nelson et al., 2008; Petty, 2003). 
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Tabulka 1 - Klasifikace integrálních proteinů (Petty, 2003; Luckey, 2008). 

 

 

 

Obrázek 2 - Schéma základních typů integrálních proteinů s α-helixovou transmembránovou jednotkou v membráně endoplasmatického retikula 
(upraveno dle Nelson, 2008). 

Bitopické proteiny 

Typ I 
N-koncová signální sekvence je odštěpena na 
luminální straně; N-konec směřuje do lumen ER 

např. LDL receptor, insulinový 
receptor 

Typ II 
N-koncová signální sekvence není odštěpena; 
N-konec směřuje do cytoplasmy 

např. transferinový receptor 

Typ III 

dlouhá N-koncová hydrofobní sekvence je 
následována pozitivně nabitým řetězcem, 
výsledkem je N-konec orientovaný do lumen bez 
přítomnosti odštěpitelné signální sekvence 

např. cytochrom P450 3A4 

Typ IV 
krátký C-konec orientovaný na luminální stranu 
membrány, objemný N-konec směřuje do cytosolu 

např. ubikvitin konjugující 
enzym UBC6 

Polytopické proteiny 

Typ V 
několik vzájemně propojených α-helixů 1 
polypeptidového řetězce uložených paralelně vedle 
sebe 

např. 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA 
reduktasa, adenylátcyklasa 1 

Typ VI 
oligomerizace několika bitopických proteinů, jejichž 
TM vzájemně interagují 

např. glykoforin A 
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2.2 MEMBRÁNOVÉ ENZYMY 

Při mapování lidského proteomu bylo identifikováno 533 genů kódujících integrální proteiny s α-helikálními TM 

segmenty, které mají enzymovou aktivitu. Na základě EC (Enzyme Commission) systému byly zařazeny do šesti 

hlavních tříd: oxidoreduktasy (123 zástupců), transferasy (194 zástupců), hydrolasy (178 zástupců), lyasy (17 

zástupců), isomerasy (8 zástupců) a ligasy (7 zástupců) (Almén et al., 2009). 

Řada membránových enzymů se účastní životně důležitých pochodů, jako jsou: dýchací řetězec (oxidoreduktasy) 

a s ním spojena syntéza adenosintrifosfátu (ATP; ATP-synthasa), buněčná signalizace (např. GTPasy), udržení 

elektronového koncentračního gradientu (Na+,K+-ATPasa) či přenos nervových impulsů (acetylcholinesterasa). 

Jak už bylo zmíněno výše, významnou skupinu tvoří membránově vázané oxidoreduktasy, které jsou naprosto 

zásadní součástí dráhy dýchacího řetězce, citrátového cyklu, syntézy cholesterolu, mastných kyselin a řady dalších 

biosyntetických, regulačních či eliminačních procesů. V membráně mitochondrií lokalizovaný multiproteinový 

komplex složený z NADH-ubichinonreduktasy, sukcinát-ubichinon-reduktasy a ubichinol-cytochrom c reduktasy, se 

účastní transportu elektronů za následného vzniku energie ve formě ATP. Poškození zmíněných enzymů se projevuje 

celou řadou symptomů, které jsou nejvíce patrné u tkání s vysokou energetickou náročností (mozek, srdce, svaly), a pro 

organismus je vesměs fatální. V membránách mitochondrií je vázána také sukcinátdehydrogenasa, která participuje jak 

na elektronovém transportu v dýchacím řetězci, tak na citrátovém cyklu. Na důležitost tohoto enzymu v základních 

biochemických cestách poukazuje fakt, že jeho delece vede k buněčné smrti (Brière et al., 2005). V biosyntéze 

cholesterolu, nezbytné součásti biologických membrán, která probíhá převážně v cytosolu buněk, hraje významnou roli 

membránová 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-reduktasa. Inhibitory tohoto enzymu, statiny, se staly standardní 

součástí léčby ischemické choroby srdeční nebo metabolického syndromu (Zhang et al., 2013). Membránové oxidačně-

redukční enzymy jsou také důležitou součástí metabolismu steroidních sloučenin (kortikosteroidy, estrogeny, 

androgeny). Změny v expresi (a)nebo v aktivitě těchto proteinů souvisí s rozvojem onemocnění jako Cushingův 

syndrom, metabolický syndrom nebo hormon dependentních nádorů mléčné žlázy a prostaty (Maser et al., 2002; 

Moeller & Adamski, 2009; Oppermann, 2007). Enzymová aktivita řady zmíněných enzymů je spojená s membránově 

vázanou hexosa-6-fosfátdehydrogenasou, která je analogem cytosolické glukosa-6-fosfátdehydrogenasy a stejně jako 

ona se podílí na vzniku redukovaných nikotinamidadenindinukleotidových kofaktorů (Hewitt et al., 2005). Neméně 

důležitá je role membránových oxidoreduktas v cyklu vidění a metabolismu kyseliny retinové (Parker & Crouch, 2010). 

V neposlední řadě významnou roli hrají také membránové enzymy z nadrodiny cytochromu P450 (CYP), které se mimo 

jiné podílí na metabolismu cizorodých látek (Seliskar & Rozman, 2007; UniProt, 2012). Přičemž se předpokládá, že CYP 

se podílí na biotransformaci (především oxidaci) 9 léčiv z 10, které jsou v současnosti používány v terapii (Coleman, 

2005). 

  



2 Teoretická část 

17 

2.3 METABOLISMUS KARBONYLOVÝCH SLOUČENIN 

Karbonylové skupiny (sloučeniny typu aldehydů, ketonů, chinonů) jsou součástí širokého spektra přírodních 

i syntetických sloučenin, přičemž velmi často určují jejich biologickou aktivitu. Redukce této skupiny je důležitá 

v metabolismu pohlavních hormonů, glukokortikoidů, žlučových kyselin, prostaglandinů a různých cukrů. U těchto 

endogenních sloučenin je reakce často reversibilní, zatímco při biotransformaci léčiv, látek znečišťujících životní 

prostředí či složek potravy se obecně jedná o „jednosměrný“ proces a vzniklé hydroxysloučeniny jsou následně 

konjugovány a eliminovány z organismu (Malátková et al., 2010). U mnoha protinádorových léčiv, antipsychotik, 

nesteroidních antiflogistik nebo antiemetik představuje redukce hlavní cestu první fáze jejich biotransformace 

(Hoffmann & Maser, 2007). 

Aldehydy jsou chemicky poměrně reaktivní sloučeniny, které mohou být oxidovány na příslušné karboxylové 

kyseliny nebo redukovány na primární alkoholy. Především menší molekuly aldehydů mohou reagovat díky svému 

elektrofilnímu charakteru s nukleofilními centry v buňce např. lipidy nebo DNA - vznikají tak nebezpečné produkty 

lipidové peroxidace nebo oxidační poškození DNA. Dvouelektronová redukce zahrnující přenos vodíku z kofaktoru na 

karbonylový uhlík je obecně považována za inaktivační nebo detoxikační reakci neboť výsledný alkohol snadněji 

podléhá konjugaci a následné exkreci (Hoffmann & Maser, 2007; Oppermann, 2007; Rosemond & Walsh, 2004). 

Ketony jsou v porovnání s aldehydy mnohem méně reaktivní, jsou přeměňovány pomocí reduktas nebo 

alkoholdehydrogenas na sekundární alkoholy. U asymetrických ketonů může vést redukce funkční skupiny ke vzniku 

chirálního centra a tedy ke vzniku dvou enantiomerů. Tento jev je pozorován u řady xenobiotik s prochirální 

karbonylovou skupinou např. u warfarinu, naltrexonu, haloperidolu, metyraponu nebo fenofibrátu (Rosemond & 

Walsh, 2004). Enzymy, které se podílí na metabolismu těchto sloučenin, jsou vesměs stereospecifické tzn., že vykazují 

určitou preferenci při vzniku chirálních produktů. Stereospecifita je tak jednou z důležitých vlastností takovýchto 

enzymů a může být využita nejen pro jejich charakterizaci ale také při hledání nových, doposud nepopsaných enzymů 

(Skarydová et al., 2010, 2009; Wsól et al., 1998). 

Chinony mohou podstupovat jednoelektronovou redukci na semichinononový radikál, který může být dále 

redukován na hydrochinon nebo zpětně oxidován (se zapojením molekuly kyslíku) na chinon za uvolnění 

superoxidového radikálu, který může způsobit poškození buňky (Hoffmann & Maser, 2007; Oppermann & Maser, 2000; 

Oppermann, 2007). 
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2.4 ENZYMY REDUKUJÍCÍ SLOUČENINY S KARBONYLOVOU SKUPINOU 

Do metabolismu karbonylových sloučenin jsou zapojeny enzymy z několika proteinových nadrodin: především 

aldo-ketoreduktasy (AKR) a dehydrogenasy/reduktasy s krátkým řetězcem (SDR), dále aldehyddehydrogenasy 

(ALDH), dehydrogenasy/reduktasy se středně dlouhým řetězcem (MDR) a NAD(P)H-dependentní chinonreduktasy 

(QR) (Oppermann, 2007; Rosemond & Walsh, 2004; Uetrecht & Trager, 2007). Úloha nejdůležitějších enzymových 

nadrodin v metabolismu karbonylových sloučenin je znázorněna na Obrázku 3. Enzymy jsou obvykle schopné 

katalyzovat v in vitro podmínkách oba směry, tzn., že působí jako oxidasy i reduktasy. In vivo pak často preferují jeden 

směr (Obrázek 3), což je mimo jiné ovlivněno redoxním stavem příslušného buněčného kompartmentu (Agarwal & 

Auchus, 2005). 

 

Obrázek 3 – Schéma metabolické konverze sloučenin s karbonylovou skupinou. Redukce aldehydů a ketonů na příslušné alkoholy je katalyzována 
zástupci z nadrodin AKR a SDR. V obou případech se na zpětné oxidaci alkoholů podílejí hlavně dehydrogenasy z nadrodiny MDR. Na rozdíl od ketonů, 
které podléhají pouze redukci, mohou být aldehydy také oxidovány aldehyddehydrogenasami na odpovídající karboxylové kyseliny. Chinony jsou 
redukovány nejen chinonreduktasami, ale i reduktasami z nadrodiny SDR (upraveno dle Oppermann, 2007). 
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2.4.1 NADRODINA ALDO-KETOREDUKTAS (AKR) 

Nadrodina aldo-ketoreduktas se skládá z patnácti rodin, které dohromady obsahují více než 173 proteinů 

vyskytujících se prakticky ve všech formách života (Barski et al., 2013). Jedná se vesměs o monomerní cytosolické 

(∼37 kDa) NAD(P)H-dependentní oxidoreduktasy, které in vivo přednostně katalyzují redukci aldehydů a ketonů na 

primární a sekundární alkoholy (Chen & Zhang, 2012; Mindnich & Penning, 2009). Většina AKR enzymů upřednostňuje 

NADPH kofaktor nad NADH, následná preference redukčního směru je dána poměrem NADPH/NADP+, který v cytosolu 

buněk převažuje ve prospěch redukované formy (Barski et al., 2008; Pollak et al., 2007; Salabei et al., 2011). 

Polypeptidový řetězec těchto enzymů se obvykle skládá z 320 aminokyselin, které tvoří evolučně velmi konzervativní 

strukturu (α/β)8-soudku, někdy také označovanou jako TIM soudkovitá struktura (odvozeno od triosafosfátisomerasy, 

u které byla popsaná poprvé; ilustrační Obrázek 4). Soudek je tvořen osmi paralelně uspořádanými β-listy, které jsou 

obklopeny osmi α-helixy v antiparalelním směru. Aktivní místo lokalizované na C-konci tohoto soudku obsahuje 

katalytickou tetrádu aminokyselin Asp 50 (u 99 % zástupců), Tyr 55 (u 97 % zástupců), Lys 84 (u 97 % zástupců) a His 

117 (u 88 % zástupců). Pro členy AKR nadrodiny je charakteristická široká substrátová specifita, která je dána 

i flexibilitou smyček vyčnívajících ven ze soudkovité struktury. Mezi substráty patří monosacharidy, steroidní hormony, 

prostaglandiny, prekurzory žlučový kyselin a celá řada xenobiotik s karbonylovou skupinou (antracykliny doxorubicin 

a daunorubicin, naltrexon, dolasetron, aflatoxiny, NNK nebo trans-dihydrodioly polycyklických aromatických 

uhlovodíků (Breyer-Pfaff & Nill, 2004; Mindnich & Penning, 2009). 

 

Obrázek 4 – Schéma TIM soudkovité struktury typické pro proteiny z nadrodiny AKR. Soudek je tvořen osmi paralelně uspořádanými β-listy, které 
jsou obklopeny osmi α-helixy v antiparalelním směru (Ellenberger et al., 2013). 
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2.4.1.1 Nomenklatura AKR nadrodiny 

Nomenklatura nadrodiny Aldo-KetoReduktas (AKR) byla ustanovena a přijata v roce 1997 (Hugo Genome 

Nomenclature Committee) (Jez & Penning, 2001; Jez et al., 1997). Hlavním cílem byla snaha zamezit zmatkům, kdy je 

v literatuře možné nalézt pro jeden enzym i 4 různé názvy (např. AKR1C3 je známa také jako 

17β-hydroxysteroiddehydrogenasa typ 5, 3α-hydroxysteroiddehydrogenasa typ 2 nebo prostaglandin F synthasa) 

(UniProt, 2012). Základní principy názvosloví jsou odvozeny od systému cytochromu P450, ale na rozdíl od něj 

výhradně respektují sekvenční podobnost aminokyselin. Všichni zástupci jsou označeni písmeny AKR (Obrázek 5). 

Následuje označení rodiny arabskou číslicí 1 – 15, členové jednotlivých rodin mají vzájemnou podobnost sekvence 

aminokyselin větší než 40 %. Podrodina je označena písmenem, přičemž vzájemná podobnost členů podrodiny je 

alespoň 60 %. Konkrétní enzymy jsou pak číslovány chronologicky podle přijetí jejich sekvence do systému 

(www.med.upenn.edu/akr). Pokud dvě sekvence sdílí více jak 97 % identity, jsou považovány za alely jednoho genu 

a dodatečně označeny malým písmenem. Za alely nejsou považovány zástupci s rozdílnou lokalizací v genomu, odlišnou 

3‘-nepřekládanou oblastí cDNA nebo jinou enzymovou aktivitou (Obrázek 5). Zápis genů kódující AKR proteiny 

respektuje stejná pravidla, ale v kurzívě (Jez et al., 1997; Mindnich & Penning, 2009). 

 

Obrázek 5 - Systém nomenklatury AKR nadrodiny. 

2.4.1.2 Lidské AKR enzymy 

V lidském genomu bylo doposud identifikováno 15 zástupců (stručný přehled je uveden v Tabulce 2), kteří patří do 

3 rodin: AKR1, AKR6 a AKR7. Enzymy z rodin AKR1 a AKR7 působí vesměs jako monomerní cytosolické oxidoreduktasy 

s výjimkou rodiny AKR7, jejíž zástupci se vykytují ve formě dimerů (Barski et al., 2013; Penning & Drury, 2007). Zcela 

rozdílnou skupinu představují proteiny z rodiny AKR6, které jsou asociované s napěťově řízenými draselnými kanály 

a působí jako nukleotidové senzory redoxního stavu buňky, navíc jsou členi této rodiny výjimeční i tím, že se vyskytují 

ve formě heterotetramerů (Weng et al., 2006). Cytosolické AKR enzymy se podílí jak na metabolismu endogenních 

sloučenin (glukosy, prostaglandinů, retinoidů, steroidů nebo produktů lipidové peroxidace), tak xenobiotik (např. 

aflatoxinu B1, NNK, doxorubicinu, daunorubicinu, haloperidolu) (Barski et al., 2008; Ruiz et al., 2011). Řada zástupců je 

zapojena do patogeneze rozličných onemocnění např. AKR1A1, AKR1B10 a AKR1C1-3 do tabákem indukované 

karcinogeneze; AKR1B1 do rozvoje diabetických komplikací či chorob spojených se zánětem jako je sepse, 

ateroskleróza a rakovina tlustého střeva; AKR1B1 a AKR1B10 ovlivňují rozvoj a progresi karcinomu jater, mléčné žlázy 

http://www.med.upenn.edu/akr
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a plic; AKR1C1-3 mají významnou roli u rakoviny prostaty a mléčné žlázy; mutace v genu pro AKR1D1 vede k neonatální 

cholestáze, hepatitidě a selháni jater (Chen & Zhang, 2012; Salabei et al., 2011). 

AKR1B15 

Do podrodiny AKR1B patří v současné době 3 lidské enzymy, jejichž geny jsou lokalizované na chromozomu 7. 

AKR1B1 (aldosareduktasa) byla detailně studována díky zapojení do metabolismu glukosy. Při hyperglykémii dochází 

ke zvýšení exprese tohoto cytosolického enzymu, s čímž souvisí i rozvoj sekundárních diabetických komplikací. 

AKR1B10 (aldosareduktasa tenkého střeva) je vysoce aktivní vůči all-trans-retinalu, základní struktuře syntetické 

dráhy kyseliny retinové. Navíc jsou oba enzymy zapojeny do detoxikace 4-oxonon-2-enalu (4-ONE), který vzniká 

v prostředí oxidačního stresu, při lipidové peroxidaci nebo oxidaci glykovaných produktů. Tato reaktivní karbonylová 

sloučenina se může vázat na proteinové a lipidové struktury buněk a ovlivňovat tak jejich biologickou funkci. Reaktivní 

karbonyly jsou zapojeny do patogeneze různých neurodegenerativních onemocnění, diabetu, aterosklerózy, 

hypertenze nebo zánětu, proto jejich degradace představuje důležitou strategii ochrany organismu (Malátková et al., 

2010). Podrodina byla v nedávné době rozšířena o další protein AKR1B15, přičemž jedna z forem alternativního 

sestřihu AKR1B15 (celkem 2 transkripční varianty) byla poměrně překvapivě lokalizována v membráně mitochondrií 

(tzv. krátká forma AKR1B15, 316 aminokyselin). AKR1B15 sdílí 95% sekvenční identitu s AKR1B10 na úrovni cDNA 

a 91% identitu na úrovni proteinu, s AKR1B1 pak 67% identitu. Tato bioinformatická data mohou poukazovat na 

možnou enzymovou aktivitu proteinu (např. důležitou roli v metabolismu all-trans-retinalu hraje Lys125 v AKR1B10, 

aminokyselina se ve stejné pozici nachází i u AKR1B15) (Ruiz et al., 2011; Salabei et al., 2011). Exprese AKR1B15 byla 

detekována v placentě, varlatech, prostatě, vaječnících a kosterním svalstvu. Bylo zjištěno, že enzym působí jako 

NADP(H)-dependentní oxidoreduktasa vůči estrogenům a androgenům, slabá aktivita byla nalezena 

i u p-nitrobenzaldehydu, a DL-glyceraldehydu (konferenční sdělení Maser, 2012; Weber et al., 2013). 
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Tabulka 2 - Přehled lidských AKR enzymů (Barski et al., 2013; Chen & Zhang, 2012; Penning & Drury, 2007; The UniProt Consortium, 2012). 

Protein Alternativní název Výskyt Funkce 

AKR1A1 Aldehydreduktasa 

ve většině tkání, nejvíce 

v proximálních tubulech 

ledvin 

metabolismus 

aromatických aldehydů a 

steroidních aldehydů 

AKR1B1 Aldosareduktasa 

ve většině tkání, 

embryonální epiteliální 

buňky, placenta, oční 

čočka  

redukce glukosy na 

sorbitol (polyolová dráha) 

AKR1B10 Aldosareduktasa tenkého střeva 

tenké a tlusté střevo, 

játra, štítná žláza, 

nadledviny 

metabolismus celé řady 

aldehydů, 

all-trans-retinalu 

AKR1B15 - 

krátká isoforma ve 

vaječnících, prostatě, 

placentě 

metabolismus steroidních 

hormonů 

AKR1C1 
20α-hydroxysteroiddehydrogenasa, 

Dihydrodioldehydrogenasa 1 
játra, ledviny, varlata 

metabolismus steroidních 

hormonů 

AKR1C2 

3α-hydroxysteroiddehydrogenasa typ 3, 

Dihydrodioldehydrogenasa 2, 

Protein vázající žlučové kyseliny 

játra, prostata, mléčná 

žláza  

metabolismus steroidních 

hormonů 

AKR1C3 

3α-hydroxysteroiddehydrogenasa typ 2, 

17β-hydroxysteroiddehydrogensa typ 5, 

Prostaglandin F synthasa 

játra, mozek, ledviny, 

placenta, varlata 

metabolismus steroidních 

hormonů, prostaglandinů 

AKR1C4 
3α-hydroxysteroiddehydrogenasa typ 1, 

Dihydrodioldehydrogenasa 4 
játra 

metabolismus žlučových 

kyselin 

AKR1D1 Δ4-3-ketosteroid-5β-reduktasa játra 
biosyntéza žlučových 

kyselin 

AKR1E2 1,5-anhydro-D-fruktosareduktasa varlata - 

AKR6A3 
β-podjednotka 1 napěťově řízeného 

draselného kanálu člen 1 (Kvβ1)  

mozek 

asociace s napěťově 

řízenými draselnými 

kanály, ovlivňovaní jejich 

stavu na základě 

redoxního stavu buňky 

AKR6A5 
β-podjednotka 1 napěťově řízeného 

draselného kanálu člen 2 (Kvβ2) 

AKR6A9 
β-podjednotka 1 napěťově řízeného 

draselného kanálu člen 3 (Kvβ3) 

AKR7A2 Aflatoxinaldehydreduktasa 2 ve většině tkání 

metabolismus sukcinát 

semialdehydu, 

aflatoxinu B1 

AKR7A3 Aflatoxinaldehydreduktasa 3 játra 

metabolismus aflatoxinu 

B1, akrolein, 

methylglyoxal 
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2.4.2 NADRODINA DEHYDROGENAS/REDUKTAS SE STŘEDNĚ DLOUHÝM ŘETĚZCEM (MDR) 

Nadrodina MDR zahrnuje proteiny s poměrně různorodou enzymovou aktivitou, patří sem Zn2+-dependentní 

alkoholdehydrogenasy, chinonreduktasy, prostaglandinreduktasy, synthasy mastných kyselin, polyoldehydrogenasy 

a mnoho dalších. Doposud bylo ve všech živých organismech identifikováno více než 15 000 MDR proteinů řadících se 

zhruba do 500 rodin. Jejich polypeptidový řetězec se skládá v průměru z 350 - 375 aminokyselin, typická je přítomnost 

dvou domén. Vazebné místo pro kofaktor NAD(P)+ se nachází na C-konci a je tvořené Rossmannovým záhybem s šesti 

paralelně uspořádanými β-listy složenými mezi dvěma α-helixy. Vazebné místo pro substrát s GroES strukturou 

(známou stavební složkou chaperonů) se nachází na N-konci, je tvořené jádrem z antiparalelně uspořádaných β-listů, 

které je obklopené α-helixy (Obrázek 6). MDR proteiny obecně tvoří homodimery, ale existují i zástupci, kteří jsou 

aktivní jako monomery či tetramery. Enzymová aktivita závislá na přítomnosti kovu se mezi jednotlivými rodinami 

odlišuje, zatímco u celé řady zástupců je jedna katalytická a jedna strukturní Zn2+ (stabilizační) podjednotka, mnoho 

sorbitoldehydrogenas má pouze katalytickou Zn2+ podjednotku a některé enzymy nemají žádnou (tyto formy jsou 

považovány za vývojově starší). V přítomnosti Zn2+ podjednotek a preferencí určitého kofaktoru existuje zřejmá 

spojitost. MDR rodiny se dvěma Zn2+ podjednotkami preferují NAD+ kofaktor a obecně katalyzují oxidační reakce, 

redukční reakce jsou pak katalyzovány rodinami bez Zn2+ jednotek s preferencí NADPH (Hedlund et al., 2010; Jörnvall 

et al., 2010; Persson et al., 2008). 

 

Obrázek 6 – Schéma struktury Rossmannova záhybu tvořeného šesti paralelně uspořádanými β-listy složenými mezi dvěma α-helixy; v pravé části 
monomeru ADH1B s molekulou NAD+ (zeleně), Zn2+iont je znázorněn vínově (Hedlund et al., 2010). 
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2.4.2.1 Nomenklatura MDR nadrodiny 

V názvosloví konkrétních proteinů nadrodiny dehydrogenas/reduktas se středně dlouhým řetězcem 

(Medium-chain Dehydrogenases/Reductases, MDR) doposud nebylo zavedeno žádné striktní pravidlo, většina 

zástupců nese označení dle katalyzované biochemické reakce. Klasifikace na úrovni rodin je pak plně odvozena z dat 

získaných bioinformatickými algoritmy založenými na „Hidden Markov“ modelech (HMM). Zástupci jednotlivých rodin 

(celkem 86) sdílí více jak 40 % sekvenční identity. S rostoucím číslem rodiny klesá počet jejich doposud 

identifikovaných členů, v prvních devíti rodinách se vyskytují lidské formy (MDR001 – MDR009), pak následují zástupci 

s výskytem u eukaryot a nejvyšší čísla mají prokaryotní MDR proteiny (Hedlund et al., 2010). 

2.4.2.2 Lidské MDR enzymy 

V lidském organismu byly v nadrodině MDR detekovány především enzymy ze skupiny alkoholdehydrogenas, 

chinonreduktas, prostaglandinreduktas, sorbitoldehydrogenas, synthas mastných kyselin nebo trans-2-CoA-reduktas 

(viz Tabulka 3). Nejpočetnější skupinu lidských MDR enzymů tvoří alkoholdehydrogenasy ADH1 až ADH7 z nadrodiny 

MDR001, které katalyzují přeměnu alkoholů na příslušné aldehydy nebo ketony a zároveň jsou schopné katalyzovat 

i zpětnou redukci (Kropotova et al., 2013; Lee et al., 2011; UniProt, 2012). Z hlediska účasti na redukčních reakcích jsou 

zajímavé především enzymy z rodin: MDR002 (NADPH-dependentní prostaglandinreduktasa 1 a 2), MDR003 (synthasa 

mastných kyselin), MDR004 (chinonreduktasa PIG3), MDR009 (NADPH-dependentní chinonreduktasa), s membránou 

asociované oxidoreduktasy se pak nacházejí v rodině MDR005 (sorbitoldehydrogenasa, oxiduje sorbitol za vzniku 

fruktosy, 2. enzym polyolové dráhy) a MDR008 (MDR, 2013; UniProt, 2012). 

Tabulka 3 - Přehled rodin lidských MDR proteinů (dle www.mdr-enzymes.org, Hedlund et al., 2010; UniProt, 2012). 

Systematický 

název 
Alternativní název 

Počet záznamů v databázi/počet 

ověřených proteinů Uniprot 

MDR001 Alkohodehydrogenasy (ADH) 27/7 

MDR002 Prostaglandinreduktasy (PTGR) 4/2 

MDR003 Synthasy mastných kyselin (FAS) 3/1 

MDR004 Předpokládané chinonreduktasy (QORX) 1/1 

MDR005 Sorbitoldehydrogenasy (PDH) 2/1 

MDR006 
Zn-vázající alkoholdehydrogenasy 

s doménou obsahující protein 2 (ZADH2) 
4/1 

MDR007 
Mitochondriální trans-2-enoyl-CoA-

reduktasy (MECR) 
2/1 

MDR008 
„Synaptic vesicle membrane protein 

VAT-1 homolog like“(VAT1) 
8/2 

MDR009 Chinonreduktasy (vertQOR) 1/1 
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2.4.3 NADRODINA DEHYDROGENAS/REDUKTAS S KRÁTKÝM ŘETĚZCEM (SDR) 

Nadrodina dehydrogenas/reduktas s krátkým řetězcem (Short-chain Dehydrogenases/Reductases, SDR) s více než 

163 000 členy vyskytujícími se ve všech formách života (archea, prokaryota, eukaryota) představuje jednu z největších 

a nejstarších proteinových rodin vůbec (Persson & Kallberg, 2013). Termín SDR byl poprvé použit na počátku 80. let, 

kdy byli do této nadrodiny zařazeni 2 zástupci, hmyzí alkoholdehydrogenasa a bakteriální ribitoldehydrogenasa 

(Jörnvall et al., 1981). V roce 1991 jich bylo 20 (včetně dvou lidských forem 17β-hydroxysteroiddehydrogenasa, 

15-hydroxyprostaglandindehydrogenasa) (Persson et al., 1991), v roce 2002 už 3 000 zástupců (Oppermann et al., 

2003) a o 8 let později více než 47 000 členů (Kallberg et al., 2010). 

Jedná se o poměrně heterogenní skupinu většinou NAD(P)(H)-dependentních oxidoreduktas s celkem nízkou 

sekvenční identitou, která se pohybuje mezi 20 – 30 %. Přesto mají SDR zástupci několik společných trojrozměrných 

strukturních znaků. Pro polypeptidový řetězec s přibližně 250 aminokyselinami (∼25-45 kDa) je typická přítomnost 

jedné N-koncové vazebné domény pro kofaktor. Tato podjednotka je tvořena Rossmannovým záhybem s centrálními 

paralelně uspořádanými 6-7 β-listy, které jsou obklopeny dvěma α-helixy z každé strany (podobně jako u MDR 

proteinů, ale v tomto případě je architektura jednodušší, viz Obrázek 7). Typická topologie řetězce vytváří motiv bohatý 

na glycin (Thr-Gly-x-x-x-Gly-x-Gly), který umožňuje vazbu pyrofosfátové části kofaktoru. Přítomnost kyselých nebo 

zásaditých zbytků aminokyselin ovlivňuje vazbu NAD(H) (především Asp a Glu) respektive NADP(H) kofaktoru. Pro 

většinu reakcí katalyzovaných SDR enzymy je poměrně obvyklé, že se kofaktor váže na enzym jako první a odpojuje se 

jako poslední. Vazebné místo pro substrát se nachází na C-konci, v prohlubni v blízkosti místa pro vazbu kofaktoru. 

Katalytická tetráda je obvykle tvořena Asn-Ser-Tyr-Lys. Většina SDR proteinů je oligomerních, s homodimerní 

i homotetramerní kvarterní strukturou (Kavanagh et al., 2008). 

Ačkoliv největší podíl SDR enzymů tvoří oxidoreduktasy, které mají schopnost katalyzovat konverzi 

hydroxy/karbonylových skupin a redukci C=C a C=N dvojných vazeb, patří sem také lyasy, isomerasy, dekarboxylasy, 

dehalogenasy, dehydratasy, sulfotransferasy nebo epimerasy (Bray et al., 2009; Kallberg et al., 2010; Kavanagh et al., 

2008; Persson et al., 2009). 

 

Obrázek 7 - Struktura Rossmannova záhybu typického pro MDR i SDR proteiny. V centru se nachází šest paralelních listů, které jsou obklopeny 
dvěma helixy. (Ellenberger et al., 2013). 
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2.4.3.1 Nomenklatura SDR nadrodiny 

Vzhledem k enormnímu množství členů SDR nadrodiny bylo nezbytné zavést systematické názvosloví, aby se 

podobně jako u nadrodiny AKR předešlo přiřazování více označení pro jednu strukturu. Nomenklatura SDR enzymů 

vychází ze systému zavedeného pro AKR proteiny (Obrázek 8). Pro klasifikaci jednotlivých SDR rodin bylo zavedeno 

celkem 5 HMM, které jsou v databázi Pfam označeny jako PF00106 (adh_short, dehydrogenasy s krátkým řetězcem), 

PF01073 (3Beta_HSD, rodina 3β-hydroxysteroiddehydrogenas/isomeras), PF01370 (Epimerase, rodina 

NAD-dependentních epimeras/dehydratas) a PF13561 (adh_short_2, enoyl-(acyl proteinový přenašeč)-reduktasa). Na 

základě tohoto modelu odlišeno 464 rodin, nejnižší čísla byla přiřazena rodinám vyskytujícím se u člověka, pak 

následují rodiny přítomné u savců, eukaryot, nejvyšší čísla pak mají rodiny, které se nachází pouze bakterií a archeí 

(Persson & Kallberg, 2013). SDR enzymy jsou dále rozděleny na 7 typů (podrodin) označených písmeny: C = „classical“, 

E = „extended“, A = „atypical“, I = „intermediate“, D = „divergent“, X = „complex“, U = „unassigned“ (Tabulka 4). První 

dva typy (C a E) mají rozdílnou velikost a strukturu podjednotky pro vazbu kofaktoru a N-koncovou část aktivního 

místa, zbylé typy se odlišují specifickým vzorem sekvence vazebného místa pro kofaktor a/nebo aktivního místa. 

Konkrétní protein je pak označen arabským číslem. Různé varianty jednoho genu vzniklé alternativním sestřihem jsou 

odlišeny podčíslem odděleným od hlavního čísla pomlčkou. Podobné je to také u polymorfních variant, u kterých je 

podčíslo odděleno hvězdičkou (Persson & Kallberg, 2013; Persson et al., 2009). 

 

Obrázek 8 – Systém nomenklatury SDR proteinů. 

Tabulka 4 - Rozdělení SDR nadrodiny do jednotlivých typů dle charakteristických sekvencí aktivních míst (Persson & Kallberg, 2013). 

Typ Počet 

rodin 

Počet 

zástupců 

Charakteristický vzor 

pro aktivní místo 

Enzymová aktivita 

C = classical 285 67 762 Thr-Gly-x-x-x-Gly-x-Gly oxidoreduktasy 

E = extended 81 37 604 Thr-Gly-x-x-Gly-x-x-Gly epimerasy, dehydratasy 

A = atypical 2 419 chybí katalytický Tyr  

I = intermediate 1 445 Gly/Ala-x-x-Gly-x-x-Gly/Ala alkoholdehydrogenasy 

D = divergent 4 3 415 Gly-x-x-x-x-x-Ser-x-Ala 

Tyr-x-x-Met-x-x-x-Lys 
enoylreduktasy 

X = complex 15 3 976 Tyr-x-x-Asn β-ketoacylreduktasy 

U = unassigned 76 9 319   
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2.4.3.2 Lidské SDR enzymy 

V lidském genomu bylo identifikováno 75 SDR genů, což odpovídá 144 záznamům na úrovni mRNA nebo proteinu 

v databázi Uniprot. Tento nepoměr je dán alternativním sestřihem, přičemž u některých zástupců existuje i 8 různých 

variant transkriptů jednoho genu (např. SDR25C2). Pokud by se přičetlo i množství jednonukleotidových 

polymorfismů, které jsou v rámci nadrodiny poměrně hojné, zvýšil by se počet variant SDR proteinů na číslo 306 

(Persson & Kallberg, 2013; SDR, 2013; UniProt, 2012). 

Všechny lidské zástupce lze přiřadit do 47 rodin, přičemž nejčastější zastoupení mají rodiny C (54 členů) a E 

(14 členů). Klasické SDR mají poměrně malou α-helikální podjednotku pro vazbu substrátu, která je lokalizována mezi 

6. a 7. β-listem, kdežto „extended“ SDR mají podjednotku pro vazbu substrátu výrazně větší – 2 vlákna paralelních 

β-listů a α-helikální svazek složený z 3 šroubovic. Na základě podobnosti sekvence a sekundární struktury byly lidské 

SDR proteiny dále klasifikovány do jednotlivých skupin tzv. klastrů. Klasické SDR lze rozdělit na 3 hlavní klastry C1, C2 

a C3. Klastr C1 obsahuje 18 proteinů, které nejsou membránově vázané, jejich polypeptidový řetězec se skládá 

z ∼281 aminokyselin a poměrně široké spektrum substrátů zahrnuje sloučeniny spojené s koenzymem A (CoA), 

prostaglandiny a molekuly chinonového typu. Pro zástupce klastrů C2 (19 zástupců) a C3 (17 zástupců) je naopak 

typická membránová lokalizace (přítomnost N-koncové TM jednotky), délka polypeptidového řetězce 

∼340 aminokyselin a substrátová specifita především pro retinoidy a steroidy. Mezi „extended“ zástupce pak patří 

epimerasy, které metabolizují sacharidové složky nukleotidů a nejsou membránově vázané 

a 3β-hydroxysteroiddehydrogenasy, které naopak jsou asociované s membránou a metabolizují hlavně steroidy (Bray 

et al., 2009). 

Z ověřených 75 SDR proteinů uvedených v databázi Swiss-Prot/Uniprot se považuje asi 50 % za dostatečně 

charakterizovaných, z nichž 24 enzymů je asociováno dle databáze OMIM s onemocněním (Kallberg et al., 2010). Jsou 

zapojeny do karcinogeneze (např. 17β-HSD1 u rakoviny prsu a prostaty) a do patogeneze řady metabolických (např. 

11β-HSD1 a 2 u metabolického syndromu), zánětlivých a degenerativních onemocnění jako je Alzheimerova choroba 

(17β-HSD10, CBR1), osteoporóza nebo diabetes mellitus (11β-HSD1), Cushingovy choroby (11β-HSD2) a poruch vidění 

(RDH1-14) (Draper & Stewart, 2005; Keller et al., 2006; Parker & Crouch, 2010). Mimo to některé SDR enzymy hrají 

významnou roli v první fázi biotransformace xenobiotik. V tomto ohledu jsou poměrně dobře popsané enzymy 

karbonylreduktasa 1 (CBR1) a 11β-HSD1. Z výše zmíněného vyplývá, že SDR enzymy mají klinický význam. Jednak jsou 

samy o sobě zajímavými farmakologickými cíli díky svému zapojení do steroidogeneze, metabolismu lipidů a retinoidů 

a jednak svou účastí v první fázi biotransformace řady cizorodých látek. 

I přes velký nárůst bioinformatických dat, který u této nadrodiny proběhl v posledních 5 letech, u více jak 30 % SDR 

enzymů zůstává biologická funkce zcela neznámá (Bray et al., 2009). Mezi málo nebo zcela necharakterizovanými 

proteiny lze vypozorovat jeden společný rys, obvykle se jedná o membránové enzymy, s nimiž se obecně obtížněji 

pracuje (subcelulární lokalizace SDR v Tabulce 5). Jak je patrné z následujících kapitol, mezi nejlépe popsané enzymy 

pak patří oxidoreduktasy zapojené do cyklu vidění a metabolismu látek se steroidní strukturou (pohlavní hormony, 

glukokortikoidy). V dalším textu budou zmíněny především membránově vázané a některé významné cytosolické 

formy SDR enzymů. 
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Tabulka 5 - Přehled buněčné lokalizace lidských SDR proteinů (UniProt, 2012). 

Umístění v buňce Počet SDR 

Membrána endoplasmatického retikula  27 

Cytosol 12 

Mitochondrie (matrix + membrána) 9 

Membrána peroxisomů 3 

Peroxisom 5 

Jádro 3 

Membrána Golgiho aparátu 1 

Membrána sarkoplazmatického retikula 1 

Membrána bez bližšího určení + předpokládaná lokalizace v membráně 6 

Sekretované 4 

Neznámé 4 

2.4.3.3 Lidské karbonylreduktasy  

U člověka byly nalezeny celkem 3 zástupci karbonylreduktas: CBR1 (SDR21C1), CBR3 (SDR21C2) a CBR4 

(SDR45C1). Jedná se o monomerní cytosolické enzymy katalyzující NADP(H)-dependentní oxidačně-redukční reakce. 

Podílí se především na metabolismu látek s chinoidní strukturou, dále na přeměně ketonů, aldehydů a aromatických 

aldehydů s elektrofilními substituenty. (Hoffmann & Maser, 2007). V rámci práce budou uvedeny stručné informace 

pouze o CBR1, která patří mezi velmi významné cytosolické SDR enzymy redukující karbonylové sloučeniny. 

Cytosolická CBR3 a v matrix mitochondrií lokalizovaná CBR4 hrají v metabolismu karbonylových sloučenin (především 

o- a p-chinonů) jen minoritní roli (Hoffmann & Maser, 2007; Malátková et al., 2010). 

Karbonylreduktasa 1 (CBR1, SDR21C1) 

Lidská CBR1 patří mezi nejlépe popsané cytosolické enzymy nadrodiny SDR. Jedná se o monomerní 

NADPH-dependentní karbonylreduktasu složenou z 277 aminokyselin (∼30 kDa). (Oppermann, 2007). Tento enzym je 

exprimován v celé řadě tkání, nejvyšší hladiny jsou detekovány v játrech, placentě a centrální nervové soustavě, tedy 

v tkáních, které jsou v blízkém kontaktu s xenobiotickými sloučeninami nebo jsou na jejich přítomnost velmi citlivé. 

Mezi endogenní substráty patří prostaglandiny (redukce PGE1 a PGE2), vitamin K, tokoferolchinon (vitamin E), koenzym 

Q10 (ubichinon) a isatin (Hoffmann & Maser, 2007; Malátková et al., 2010; Matsunaga et al., 2006). CBR1 se účastní 

první fáze biotransformace sloučenin typu benzochinonu, naftochinonu nebo derivátů polycyklických aromatických 

uhlovodíků (PAH), tedy vysoce cytotoxických a karcinogenních sloučenin. Nejznámějším substrátem je 

9,10-fenantrenchinon. Redukuje také 4-methylnitrosoamin-1-(3-pyridyl)-1-butanon (NNK) přítomný v tabáku 

a cigaretovém kouři, jenž hraje roli v rozvoji nádorů spojených s kouřením (karcinom plic, hltanu a hrtanu). Z léčiv 

podléhají redukci katalyzované CBR1 antipsychotika haloperidol, bromoperidol, dignostikum metyrapon, nesteroidní 

antiflogistikum loxoprofen, serotoninový antagonista dolasetron a cytostatika daunorubicin a doxorubicin (Kassner et 

al., 2008). 

Předpokládá se, že CBR1 má důležitou úlohu v ochraně organismu proti reaktivním formám kyslíku (ROS), při 

apoptóze a při syntéze tetrahydrobiopterinu. CBR1 je aktivní vůči 4-ONE, podobně jako AKR1B1 a 1B10, hlavnímu 
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produktu lipidové peroxidace a představuje tak významný ochranný mechanismus buněk. Alzheimerova 

i Parkinsonova choroba jsou úzce spjaté oxidačním stresem a následnou peroxidací lipidů, vzhledem k vysoké hladině 

exprese CBR1 v mozku a redukci hlavního produktu peroxidace (4-ONE) se předpokládá její neuroprotektivní úloha 

(El-Hawari et al., 2009; Malátková et al., 2010). 

2.4.3.4 Lidské retinoldehydrogenasy 

Lidské retinoldehydrogenasy vázané v membránách endoplasmatického retikula či mitochondrií (SDR enzymy 

z klastru C2 a C3) významným způsobem zasahují do metabolismu retinoidů (derivátů vitaminu A). Retinoidy jsou 

esenciální nejen pro normální proces vidění (Obrázek 9) ale také pro regulaci imunitních odpovědí, růstu, vývoje 

a buněčnou diferenciaci. Jsou důležitou součástí signalizačních drah, vazbou na retinoidní jaderné receptory (dvě třídy 

receptorů – receptory kyseliny retinové RAR a retinoidní X receptory RXR) ovlivňují expresi specifické skupiny genů 

(více jak 530 různých genů) s promotorem obsahujícím tzv. retinoid-responsive element. Kyselina all-trans-retinová je 

biologicky nejaktivnějším derivátem vitamínu A. Reguluje řadu fyziologických procesů – vývoj a diferenciaci fetálních 

i dospělých tkání, diferenciaci kmenových buněk, apoptózu, podílí se i na regulaci reprodukce, imunitní odpovědi 

a regulaci energetického metabolismu (Bastien & Rochette-Egly, 2004; Belyaeva et al., 2012; Kedishvili, 2013; Lidén et 

al., 2003). Proto jsou znalosti o enzymech, které se podílí na jejich metabolismu, nesmírně důležité. 

 

Obrázek 9 – Cyklus vidění. Ve zrakových pigmentech tyčinek a čípků je 11-cis-retinal kovalentně vázaný na molekulu opsinu a slouží jako chromofor. 
Po absorpci fotonu dochází k jeho isomerizaci na all-trans-retinal, čímž se spustí aktivace fototransdukčních kaskád a výsledkem je vznik zrakového 
vjemu. Následně musí být ve vnějším segmentu fotoreceptoru all-trans-retinal redukován na all-trans-retinol, ten je přenesen do pigmentové vrstvy 
sítnice (RPE, retinal pigment epithelium) a konvertován na 11-cis-retinol a pak oxidován na 11-cis-retinal (Parker & Crouch, 2010; Takahashi et al., 
2009). 
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Retinoldehydrogenasy katalyzují jak oxidaci retinolu za vzniku retinalu, tak redukci retinalu na retinol a tím se podílí 

na regeneraci zrakového pigmentu. Navíc se předpokládá jejich významná role při ochraně sítnice před produkty 

lipidové peroxidace, které jsou asociovány s řadou očních onemocnění jako je s věkem spojená makulopatie nebo 

diabetická retinopatie. Fotoreceptory v sítnici jsou bohaté na obsah nenasycených mastných kyselin, které jsou 

extrémně náchylné na oxidační atak. Proto redukční aktivita retinodehydrogenas vůči středně velkým aldehydům může 

hrát roli při detoxikaci těchto toxických látek (Belyaeva et al., 2005). Přehled lidských retinoldehydrogenas z nadrodiny 

SDR je uveden v Tabulce 6. Pro úplnost je potřeba zmínit, že na metabolismu retinoidů se podílí také cytosolické 

alkoholdehydrogenasy z nadrodiny MDR a reduktasy z nadrodiny AKR (Takahashi et al., 2009). 

Tabulka 6 – Přehled lidských retinoldehydrogenas z nadrodiny SDR (z databáze Human Atlas Protein Uhlen et al., 2010). 

Typ 
SDR 

nomenklatura 

Alternativní 

název 
Tkáňová lokalizace 

Subcelulární 

lokalizace 
Funkce 

RDH5 SDR9C5 
17β-HSD9, 

RDH1 

sítnice, mléčná žláza, ledviny, 

varlata 
ER oxidace 

RDH8 SDR28C2 prRDH sítnice ER redukce 

RDH10 SDR16C4  
sítnice, ledviny, játra, tenké střevo, 

placenta, plíce, srdce 
ER oxidace 

RDH11 SDR7C1 
PSDR1, 

RalR1 
sítnice, prostata, játra, varlata ER 

oxidace/v mimo 

očních tkáních 

redukce 

RDH12 SDR7C2  
sítnice, ledviny, pankreas, játra, 

prostata, varlata, mozek 
ER redukce 

RDH13 SDR7C3  
sítnice, ledviny, srdce, plíce, 

prostata, ovaria 
mitochondrie redukce 

RDH14 SDR7C4 PAN2 mozek, ledviny, pankreas, placenta ER redukce 

RDH15 SDR9C4 
DHRS9, 

retSDR8 
trachea, kůže ER oxidace 

RDH16 SDR9C8 RoDH4 játra, plíce, mozek ER oxidace 

RDH17 SDR16C1 
DHRS3, 

retSDR1 

mozek, játra, pankreas, GIT, ledviny, 

plíce, placenta, nadledviny, štítná 

žláza 

ER redukce 

RDHE2 SDR16C5  
sítnice, kůže, ovaria, tonsily, tenké a 

tlusté střevo 
ER oxidace 

RDHS SDR9C7 SDR-O ledviny, prostata, varlata cytoplasma redukce 
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Retinoldehydrogenasa 5 (RDH5, SDR9C5) 

RDH5 byla první identifikovanou SDR retinoldehydrogenasou. Jedná se polytopický homodimer, který je vázán na 

membránu ER, přičemž hlavní část polypeptidového řetězce (318 aminokyselin, ∼35 kDa) směřuje do lumen 

endoplasmatického retikula. Exprese enzymu byla detekována především v RPE. RHD5 katalyzuje NAD+-dependentní 

oxidaci i 11-cis-retinolu na 11-cis-retinal a je tak nezbytnou součástí mechanismu obnovy zrakového pigmentu. Mutace 

v jeho genu se projevuje vrozenou šeroslepostí (fundus albipunctatus) charakterizovanou přítomností světle žlutých 

bodů na RPE (Lidén & Eriksson, 2006; Lidén et al., 2003; Niwa et al., 2005). 

Retinoldehydrogenasa 8 (RDH8, SDR28C2) 

Polytopická RDH8 vázaná v ER je NADPH-dependentní reduktasa, která se podílí na metabolismu all-trans-retinalu 

ve vnějším segmentu sítnice a představuje jeden z prvních kroků regenerace pigmentu. Na této reakci se podílí společně 

s RDH12, přičemž studie na myších modelech ukázaly, že RDH8 je aktivnější. Bližší informace o jejich vlastnostech ale 

chybí (Kiser et al., 2012; Parker & Crouch, 2010). 

Retinoldehydrogenasa 10 (RDH10, SDR16C4) 

Mikrosomální RDH10 je NAD(H)-dependentní oxidoreduktasa naprosto esenciální pro tvorbu kyseliny 

all-trans-retinové v prvních stadiích embryonálního vývoje (Takahashi et al., 2009). V podmínkách in vitro je schopná 

katalyzovat reverzibilní přeměnu all-trans-retinalu na all-trans-retinol, ale in vivo výrazně převažuje 

NAD+-dependentní oxidace all-trans-retinolu a tím dochází ke zvyšování hladiny kyseliny retinové (Belyaeva et al., 

2008a; Kedishvili, 2013). Exprese tohoto enzymu byla detekována nejen v oku, kde je zapojen do cyklu vidění 

(regenerace zrakového pigmentu), ale i ledvinách, játrech, tenkém střevě, placentě, plicích, srdci a kosterním svalstvu, 

kde jeho funkce zatím nebyla popsána (Kiser et al., 2012; Takahashi et al., 2009). 

Epidermální retinoldehydrogenasa 2 (RDHE2, SDR16C5) 

Mikrosomální RDHE2, která sdílí 43% sekvenční identitu s RDH10, působí především jako NAD+-dependentní 

oxidasa all-trans-retinolu. Exprese tohoto enzymu je několikanásobně zvýšená u pacientů s psoriázou, pro kterou je 

typická hyperproliferace keratinocytů. Tato hyperproliferace může být indukována kyselinou retinovou, aktivačním 

ligandem jaderných transkripčních faktorů RAR. RDHE2 se díky oxidační aktivitě může podílet a zvyšování hladiny 

kyseliny retinové (Lee et al., 2009). 

Retinoldehydrogenasa 11 (RDH11, SDR7C1) 

RDH11 je integrální mikrosomální enzym, jehož větší část polypeptidového řetězce je orientována do cytosolu. 

Ačkoliv se v jeho sekvenci nachází dvě potenciální TM jednotky, zdá se, že se jedná o bitopický protein (Belyaeva et al., 

2003b). Zatímco v oku resp. RPE převažuje jeho oxidační aktivita (což je dáno lokálním poměrem NADP+/NADPH, který 

převažuje ve prospěch NADP+) a podobně jako RDH5 se podílí na NADP+-dependentní oxidaci 11-cis-retinolu, mimo 

oční tkáň (exprese detekována v prostatě, varlatech, játrech, duodenu, žaludku, štítné žláze, ledvinách, ovariích) 

vykazuje vysokou afinitu pro NADP(H) kofaktor a je až 50x aktivnější v redukčním než oxidačním směru. Metabolizuje 
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all-trans i cis retinoidy už ve velmi nízkých koncentracích v řádech mikromolů. U myší RDH11 byla detekována vysoká 

aktivita vůči nonanalu a proto se předpokládá, že fyziologickou rolí RDH11 by mohla být detoxikace reaktivních 

aldehydů v retině, ale u lidského orthologu tato domněnka nebyla potvrzena (Kedishvili, 2013). 

Retinoldehydrogenasa 12 (RDH12, SDR7C2) 

Lidská RDH12 je integrální protein (∼35 kDa) lokalizovaný v membráně ER s větší částí polypeptidové řetězce 

(316 aminokyselin) orientovanou do cytosolu (Lee et al., 2010). Tato NADP(H)-dependentní oxidoreduktasa sdílí 

vysokou sekvenční identitu s RDH11 (∼73 %) a podobně jako ona redukuje ve vnitřním segmentu fotoreceptorů 

all-trans-retinaly a 11-cis-retinaly na retinoly, ale zhruba s 6x větší katalytickou efektivitou (kcat/KM). Navíc redukuje 

i produkty lipidové peroxidace (nenasycené aldehydy se střední délkou řetězce cis-6-nonenal, trans-2-nonenal) a tím 

přispívá k ochraně buněk sítnice, které jsou díky vysokému obsahu nenasycené kyseliny dokosahexaenové (snadno 

podléhající peroxidaci) citlivé na poškození (Belyaeva et al., 2005; Lee et al., 2008). Mutace v genu pro RDH12 jsou 

spojovány se vznikem Leberovy kongenitální amaurózy (vrozené slepoty) a makulární atrofií, která vede ke ztrátě 

zraku před 20. rokem života (Marchette et al., 2010; Perrault et al., 2004). Exprese enzymu byla potvrzena i mimo oční 

tkáň např. v ledvinách, pankreatu, játrech, prostatě, varlatech a mozku (Moradi et al., 2008). Vzhledem k významnému 

zapojení RDH12 do metabolismu retinoidů, může hrát roli v rozvoji nádorů těchto tkání, i když studie v této oblasti 

zatím chybí. 

Retinoldehydrogenasa 13 (RDH13, SDR7C3) 

Mitochondriální RDH13 je kromě sítnice široce distribuována např. v ledvinách, srdci, plících, prostatě a ovariích. Je 

pro ni typická lokalizace na vnější straně vnitřní mitochondriální membrány s orientací do mezimembránového 

prostoru (periferní protein). Aktivní je ve formě monomeru (∼ 36 kDa), přičemž vznik dimerů (za neredukujících 

podmínek) vede ke ztrátě aktivity a je považován za jeden z mechanismů regulace enzymové aktivity (Belyaeva et al., 

2008b; Kedishvili, 2013). Katalyzuje především NADPH-dependentní redukci all-trans-retinalu. Vzhledem k lokalizaci 

RDH13 se předpokládá, že by mohla chránit mitochondrie před oxidačním stresem spojeným s formováním vysoce 

reaktivních retinalů z β-karotenů přijímaných potravou a retinoidů vznikajících v cyklu kyseliny retinové (Kiser et al., 

2012). 

Retinoldehydrogenasa 14 (RDH14, SDR7C4) 

RDH14 patří mezi nejméně popsané členy rodiny SDR7C. S RDH11 a 12 sdílí ∼45 % sekvenční identity a stejně jako 

ony je lokalizována v membráně ER. Jedná se o široce distribuovanou NADPH-dependentní reduktasu (detekovanou ve 

23 tkáních), jejímiž substráty jsou 11-cis-retinal a all-trans-retinal. Vzhledem k vysokým hladinám exprese by mohla 

mít daleko větší vliv na homeostázu retinoidů než RDH11 (Kedishvili, 2013; Kiser et al., 2012). 

Retinoldehydrogenasa 16 (RDH16, SDR9C8) 

RDH16 je mikrosomální enzym (∼35 kDa) s polypeptidovým řetězcem orientovaným do cytosolu. Předpokládá se, 

že se vyskytuje ve formě homodimeru. Katalyzuje NAD+-dependentní oxidaci all-trans-retinolu a 13-cis-retinolu a může 

tak hrát roli v biosyntéze all-trans-retinové kyseliny, která ovlivňuje morfogenezi (Belyaeva et al., 2003a). Navíc 
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vykazuje i vysokou aktivitu vůči 3α-hydroxysteroidům, metabolizuje 3α-androstendiol na aktivní androgen 

5α-dihydrotestosteron. RDH16 má velmi limitovanou tkáňovou distribuci - především játra, fetální plíce, mozek 

(Kedishvili, 2013). 

Retinoldehydrogenasa S (RDHS, SDR9C7; SDR-O) 

RDHS je enzym vykazující vysokou podobnost s retinoldehydrogenasami, jehož exprese byla potvrzena téměř 

exkluzivně v játrech. Gen je lokalizován na chromosomu 12 ve stejném klastru jako RDH16 nebo HSD17B6. Na základě 

fylogenetických údajů se přepokládala aktivita vůči steroidům a retinoidům. Nicméně experimentálně (in vitro) byla 

doposud nalezena pouze slabá redukční aktivita vůči all-trans-retinalu v přítomnosti NADH kofaktoru. Vzhledem 

k tomu, že NAD(H) kofaktor je preferován především pro oxidační reakce, bude funkce RDHS enzymu zřejmě jiná 

(Kowalik et al., 2009). 

2.4.3.5 Lidské 3β-hydroxysteroiddehydrogenasy 

Mezi membránové enzymy patří i zástupci rodiny SDR11E, 3β-hydroxysteroiddehydrogenasa 1, 2 a 7, které se podílí 

na metabolismu látek se steroidní strukturou (mineralokortikoidy, glukokortikoidy, pohlavní hormony) (McBride et 

al., 1999). 3β-HSD1 a 2 byly detekovány jak v membráně ER, tak v membráně mitochondrií. Jedná se o dimerní 

NAD+-dependentní 3β-oxidasy a isomerasy, které se podílí na přeměně 3β-hydroxy-5-en-steroidů 

(dehydroepiandrosteron, 17-hydroxypregnenolon, pregnenolon) na 3-oxo-4-en-steroidy (androstendion, 

17α-hydroxyprogesteron, progesteron) (Huang et al., 2000; Wang et al., 2007). Konverze probíhá ve dvou po sobě 

jdoucích reakcích, nejprve dojde k dehydrogenaci, která vyžaduje přítomnost NAD+, za vzniku Δ5-3-oxosteroidu. 

Redukovaný kofaktor NADH pak aktivuje isomeraci a vzniká Δ4-oxosteroid (Payne & Hales, 2004). 3β-HSD1 

(polypeptidový řetězec z 372 aminokyselin) je exprimována v placentě, mléčné žláze, prostatě a kůži. Během 

těhotenství se placentální 3β-HSD1 podílí konverzí pregnenolonu na progesteron na udržení klidné dělohy (Thomas et 

al., 2005). 3β-HSD1 hraje také důležitou roli v patogenezi hormon-dependentních nádorů prsu a prostaty, kde se 

účastní 1. kroku konverze cirkulujícího dehydroepiandrosteronu na estradiol respektive testosteron podporující růst 

nádorů. Díky selektivní expresi v nádorových tkáních je enzym vhodným farmakologickým cílem specifických 

inhibitorů trilostanu a epostanu, které neovlivňují 3β-HSD2 a mohou tak rozšířit spektrum účinných protinádorových 

léčiv (Thomas et al., 2011). 3β-HSD2 (polypeptidový řetězec z 371 aminokyselin) je exprimována v nadledvinách, 

vaječnících a varlatech, mutace tohoto genu jsou spojovány s vrozenou hyperplazií nadledvin (Wang et al., 2007). 

Poněkud odlišný je pak poslední lidský zástupce této rodiny 3β-HSD7, který sdílí pouze 34 % sekvenční podobnosti 

s 3β-HSD1 a 2. Je přednostně exprimován v játrech, kde se podílí na syntéze žlučových kyselin oxidací a isomerizací 

7α-hydroxysteroidních struktur. Delece v jeho genu se projevují třetím typem vrozené intrahepatální cholestázy 

(Schwarz et al., 2000). 
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2.4.3.6 Lidské 11β-hydroxysteroiddehydrogenasy 

Glukokortikoidy mají zásadní roli v řadě fyziologických dějů jako je adaptace organismu na stres, regulace 

metabolismu a zánětlivé odpovědi. Klíčovou funkční skupinou je 11-hydroxyl, který je nezbytný pro vazbu na jaderné 

GR receptory (glukokortikoidní receptory). Intracelulární hladina aktivního kortisolu a neaktivního kortisonu je 

regulována 2 mikrosomálními isoenzymy 11β-hydroxysteroiddehydrogenas. 11β-HSD1 katalyzuje reverzibilní 

NADPH-dependentní redukci kortisonu a přestavuje tak aktivační systém glukokortikoidů, zatímco 11β-HSD2 je 

výlučně NAD+-dependentní oxidasa kortisolu a snižuje tak hladinu aktivního hormonu (Wu et al., 2007). Přestože mají 

enzymy strukturně velmi blízké substráty, nejsou si příliš podobné. Funkce 11β-hydroxysteroiddehydrogenas je 

znázorněna na Obrázku 10. 

 

Obrázek 10 – Znázornění funkce 11β-HSD v metabolismu glukokortikoidů. 

11β-hydroxysteroiddehydrogenasa (11β-HSD1, SDR26C1) 

Lidská 11β-HSD1 patří mezi nejlépe charakterizované členy nadrodiny SDR a to díky zapojení do řady fyziologických 

i patologických procesů včetně první fáze biotransformace xenobiotik. Je exprimována v širokém spektru tkání: 

v játrech, mozku, plicích, kosterních svalech či centrálním nervovém systému (Maser et al., 2002). Jedná se o bitopický 

mikrosomální protein, jehož hlavní část polypeptidového řetězce je orientována do lumen endoplasmatického retikula 

(Odermatt et al., 2006). Aktivní je ve formě dimeru (velikost monomeru ∼34 kDa), kdy katalyzuje jak 

NADP+-dependentní oxidaci 11β-hydroxysteroidů, tak NADPH-dependentní redukci 11-oxosteroidů. Přestože 

v některých buňkách jako jsou preadipocity a Leydingovy buňky byla detekována oxidační aktivita, za hlavní funkci je 

považována redukce, která probíhá ve většině typů buněk včetně metabolicky aktivních hepatocytů a vyzrálých 

adipocitů (Atanasov et al., 2008; Miller & Auchus, 2011). Dostatečný přísun NADPH, který membránou ER téměř 

neprostupuje a pro redukční aktivitu je nezbytný, je zajištěn spřažením s hexosa-6-fosfátdehydrogenasou (H6PDH, viz 

Obrázek 11). Tato mikrosomální oxidasa je analogem cytosolické glukosa-6-fosfátdehydrogenasy a oxidací substrátů 

jako je glukosa-6-sulfát nebo galaktosa-6-fosfát vytváří v lumen ER redukovaný kofaktor (Atanasov et al., 2008). 
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Obrázek 11 - Schéma spolupráce H6PDH s 11β-HSD1 (upraveno dle Agarwal & Auchus, 2005). 

Defekty v redukční aktivitě 11β-HSD1 vedou ke zvýšení poměru kortisonu/kortisolu a jejich odpovídajících 

metabolitů v krvi a moči, což se projeví aktivací hypothalamo/hypofyzární osy a zvýšení hladin adrenokortikotropního 

hormonu. Následně dochází ke zvýšení sekrece C19-steroidů. Výsledkem je hyperandrogenismus, předčasná sexuální 

vyspělost a polycystická ovaria (Miller & Auchus, 2011). Řada studií potvrdila spojitost mezi metabolickými chorobami 

a prodlouženou expozicí vysokých hladin kortisolu a to buď jako výsledek podávání syntetických analogů 

glukokortikoidů nebo zvýšené aktivity 11β-HSD1. Na zvířecích modelech bylo demonstrováno, že po podání inhibitorů 

11β-HSD1 dochází ke zlepšení různých metabolických faktorů jako je snížení glykémie, zlepšení inzulinové rezistence 

a lipidového profilu a redukce aterosklerotických plátů (Odermatt & Nashev, 2010). 

Velmi zajímavé je zapojení 11β-HSD1 do první fáze biotransformace xenobiotik s karbonylovou skupinou. Doposud 

je to jediný mikrosomální enzym, u kterého byla tato aktivita detekována. Vedle aktivace syntetického glukokortikoidu 

prednisonu na účinný metabolit (Miller & Auchus, 2011) se podílí na detoxikaci řady léčiv (např. metyraponu, 

ketoprofenu, triadimefonu, benfluronu) a toxických sloučenin (4-nitrobenzaldehydu, 4-nitroacetofenonu, NNK, 

některých produktů lipidové peroxidace) (Skarydova et al., 2013b). 

11β-hydroxysteroiddehydrogenasa 2 (11β-HSD2, SDR9C3) 

Polytopická 11β-HSD2 (41 kDa) je sekvenčně více podobná 17β-HSD2, s kterou sdílí 37 % sekvenční identity 

(s 11β_HSD1 pouze 21%). 11β-HSD2 má 3 TM segmenty procházející membránou ER, katalytické místo je orientováno 

do cytosolu (Miller & Auchus, 2011; Odermatt et al., 2006). Katalyzuje pouze NAD+-dependentní oxidaci kortisolu už 

v nanomolárních koncentracích (KM ∼ 50nM) a tím chrání mineralokortikoidní receptory před nadměrnou aktivací. 

Exprese enzymu byla detekována v ledvinách, epiteliálních buňkách tlustého střeva a slinných žláz, placentě a v kůži. 

Nedostatek tohoto enzymu je asociován se vznikem hypertenze (Draper & Stewart, 2005). 
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2.4.3.7 Lidské 17β-hydroxysteroiddehydrogenasy 

17β-hydroxysteroiddehydrogenasy patří mezi NADPH/NAD+ dependentní oxidoreduktasy, které hrají klíčovou roli 

v metabolismu pohlavních hormonů, estrogenů a androgenů. Jejich název je odvozen od schopnosti katalyzovat oxidaci 

a redukci 17-hydroxy (aktivní formy hormonů) respektive 17-keto (neaktivní formy hormonů) skupiny steroidů. 

V lidském organismu bylo identifikováno 13 zástupců z SDR nadrodiny, kteří ovlivňují intracelulární hladinu aktivních 

a inaktivních steroidů a tím modulují aktivaci jejich jaderných receptorů. Díky tomu jsou slibnými terapeutickými cíli 

pro onemocnění typu karcinomu prsu a prostaty, endometriózy nebo osteoporózy. Mimo účasti na metabolismu 

pohlavních hormonů byla detekována i aktivita vůči retinoidům a lipidům (Marchais-Oberwinkler et al., 2011; Moeller 

& Adamski, 2009; Payne & Hales, 2004). Přehled lidských 17β-HSD je uveden v Tabulce 7. 

17β-hydroxysteroiddehydrogenasa 1 (17β-HSD1, SDR28C1) 

Lidská 17β-HSD1 je NADPH-dependentní reduktasa hrající významnou roli v reverzibilní přeměně estronu (E1) na 

aktivní estradiol (E2), má také podíl na redukci 4-androsten-3,17-dionu (A-dion) na testosteron (T) (Chang et al., 2010). 

Tento cytosolický enzym je aktivní ve formě dimeru, exprese byla detekována především v ovariích, prsní tkáni 

a placentě, přičemž vysoké hladiny 17β-HSD1 mRNA byly detekovány u rakoviny prsu, ovariálních tumorů, 

endometriózy, hyperplazie endometria nebo děložního leiomyomu. Z tohoto důvodu je selektivní inhibice 17β-HSD1 

považována za vhodný terapeutický postup v jejich léčbě. Hledání potenciálních selektivních inhibitorů je tedy 

nesmírně důležité (Lukacik et al., 2006; Marchais-Oberwinkler et al., 2011). Funkce 17β-HSD1 v metabolismu 

pohlavních hormonů je znázorněna na Obrázku 12. 

 

Obrázek 12 – Schéma zapojení 17β-HSD do metabolismu pohlavních hormonů. 
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Tabulka 7 - Přehled lidských 17β –hydroxysteroiddehydrogenas; MK = mastné kyseliny (Marchais-Oberwinkler et al., 2011; Moeller & Adamski, 
2009; Payne & Hales, 2004). 

Typ 
SDR/AKR 

nomenklatura 
Tkáňová lokalizace 

Subcelulární 

lokalizace 
Funkce 

Asociace s 

onemocněním 

1 SDR28C1 
placenta, ovaria, mléčná 

žláza, endometrium 
cytosol 

syntéza steroidů 

(estrogeny) 

karcinom prsu a 

prostaty, endometrióza 

2 SDR9C2 

játra, tenké střevo, 

endometrium, placenta, 

pankreas, prostata 

ER 
inaktivace steroidů 

(estrogeny, androgeny) 

karcinom prsu a 

prostaty, endometrióza, 

osteoporóza 

3 SDR12C2 

varlata, mozek, tuková tkáň, 

kůže ER 
syntéza steroidů 

(androgeny) 

pseudohermafroditismus 

u mužů asociovaný 

s obezitou 

4 SDR8C1 
játra, srdce, prostata, varlata, 

plíce, ledviny, ovaria, střevo 
peroxisomy 

β-oxidace MK, 

inaktivace steroidů 
karcinom prostaty 

5 AKR1C3 

prostat, mléčná žláza, játra, 

ledviny, plíce, srdce, střevo cytosol 

syntéza steroidů 

(androgeny, estrogeny, 

prostaglandiny) 

karcinom prostaty a prsu 

6 SDR9C6 

játra, varlata, plíce, slezina, 

mozek, ovaria, ledviny, 

prostata 

ER 
metabolismus 

androgenů, estrogenů 
 

7 SDR37C1 

ovaria, děloha, placenta, 

játra, prsní tkáň, nadledviny, 

plíce 

ER 
syntéza cholesterolu a 

estrogenů 
karcinom prsu 

8 SDR30C1 

prostata, placenta, ledviny, 

mozek, ovaria, nadledviny, 

plíce 

mitochondrie 
elongace MK, inaktivace 

steroidů 

polycystické onemocnění 

ledvin 

10 SDR5C1 

játra, tenké střevo, ledviny, 

srdce, mozek, placenta mitochondrie 

metabolismus Ile, MK, 

žlučových kyselin; 

inaktivace steroidů 

mentální retardace 

(X-chromosomální), 

Alzheimerova choroby 

11 SDR16C2 
játra, pankreas, tenké střevo, 

ledviny, nadledviny 
ER 

inaktivace steroidů 

(estrogeny, androgeny) 
 

12 SDR12C1 

srdce, kosterní svalstvo, 

játra, ledviny, ovaria, 

nadledviny, prostata  

ER 
elongace MK, syntéza 

steroidů (estrogeny) 
 

13 SDR16C3 
játra, plíce, ovaria, varlata, 

ledviny, mozek 
ER neurčena  

14 SDR47C1 
mozek, játra, placenta, prsní 

tkáň 
cytosol 

inaktivace steroidů, 

metabolismus MK 
karcinom prsu 
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17β-hydroxysteroiddehydrogenasa 2 (17β-HSD2, SDR9C2) 

17β-HSD2 je bitopický protein (42,8 kDa) asociovaný s membránou ER. Katalyzuje NAD+-dependentní oxidaci 

aktivních 17β-hydroxysteroidů E2 a testosteronu na estron respektive A-dion (Obrázek 12) a tím chrání steroidní 

nukleární receptory před nadměrnou aktivací. Enzym je exprimovaný především v placentě, játrech, tenkém střevě, 

endometriu, mléčné žláze a osteoblastech. Vzhledem k nízkým hladinám E2 u starších pacientů s osteoporózou by 

inhibice 17β-HSD2 mohla být slibná terapie (Marchais-Oberwinkler et al., 2011; Wetzel et al., 2011). V řadě studií bylo 

zjištěno, že nízké hladiny 17β-HSD2 jsou spojeny s horší prognózou u pacietek s hormon-dependentním karcinomem 

prsu (Jansson, 2009). 

17β-hydroxysteroiddehydrogenasa 3 (17β-HSD3, SDR12C2) 

NADPH-dependentní 17β-HSD3 se podílí na redukci A-dionu na aktivní testosteron (Obrázek 12), 

5α-androstendionu na 5α-dihydrotestosteron a částečně i E1 na E2 (Lukacik et al., 2006). Jedná se o mikrosomální 

enzym orientovaný do cytosolu buněk, který je exprimován především ve varlatech, ale nízké hladiny byly nalezeny 

také v prostatě, kostech a tukové tkáni (Legeza et al., 2013). Až 30x vyšší hladiny mRNA 17β-HSD3 v porovnání 

s normální tkání byly detekovány u hormon-dependentního karcinomu prostaty, z tohoto důvodu jsou intenzivně 

hledány specifické inhibitory, které by mohli být využívány v terapii (Harada et al., 2012; Marchais-Oberwinkler et al., 

2011) Defekty genu HSD17B3 jsou spojovány s poruchami vývoje pohlavních orgánů (mužský 

pseudohermafroditismus) (Miller & Auchus, 2011). 

17β-hydroxysteroiddehydrogenasa 4 (17β-HSD4, SDR8C1) 

Peroxisomální 17β-HSD4 je v rámci skupiny 17β-HSD jedinečná přítomností 3 domén katalyzujících různé reakce. 

Katalyzuje jednak NAD+-dependentní oxidaci E2 a jednak oxidaci hydroxyacylu koenzymu A dlouhých mastných kyselin 

a žlučových kyselin na odpovídající ketoacyl koenzymy A. Podílí se na hydrataci trans-2-enoylů CoA na odpovídající 

hydroxyacyl CoA, které jsou pak substrátem pro hydroxysteroiddehydrogenasovou doménu. Třetí doména je pak 

zapojena do vazby a přenosu lipidových substrátů (Breitling et al., 2001). Mutace v genu HSD17B14 se projevuje 

symptomy podobnými Zellwegerovu syndromu (makrocefalie, kraniofaciální dysmorfie, psychomotorická retardace, 

hepatomegalie). Z biochemického hlediska se jedná o poruchy β-oxidace mastných kyselin s dlouhým řetězcem 

(Lukacik et al., 2006). 

17β-hydroxysteroiddehydrogenasa 6 (17β-HSD6, SDR9C6) 

17β-HSD6 je mikrosomální enzym, který byl detekován především v prostatě, kde se podílí na metabolismu 

androgenů. Nicméně informace o jeho enzymové aktivitě jsou v současné době nejednoznačné. Bylo publikováno, že se 

účastní metabolismu (redukce) 5α-dihydrotestosteronu na 5α-adrosten-3β,17β-diol (3β-Adiol). 3β-Adiol aktivuje 

estrogenové receptory β (ERβ) v prostatě, které působí antagonisticky na proliferativní účinky estrogenových 

receptorů α. 17β-HSD6 je koexprimován s ERβ a může se tak podílet na prereceptorové regulaci růstu prostaty. Toto 

zjištění bylo podpořeno také tím, že u karcinomu prostaty jsou hladiny 17β-HSD6 a ERβ značně snížené nebo dokonce 

nulové (Muthusamy et al., 2011). Protikladem tohoto tvrzení jsou publikace Mohlera a jeho skupiny, které se zabývají 
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studiem inhibice nadměrně exprimované 17β-HSD6. V tomto případě 17β-HSD6 katalyzuje oxidaci androstendiolu na 

dihydrotestosteron, který patří mezi hlavní ligandy androgenního receptoru (AR) s proliferativními účinky na růst 

prostaty (Mohler et al., 2011a, 2011b). 

17β-hydroxystroiddehydrogenasa 7 (17β-HSD7, SDR37C1) 

Mikrosomální 17β-HSD7 byla detekována ve vysokých hladinách v ovariích a také v placentě a děloze těhotných 

a proto se předpokládá, že má důležitou roli během těhotenství. Je zodpovědná za NADPH-dependentní redukci estronu 

v corpus luteum (žluté tělísko) (Payne & Hales, 2004). Exprese byla potvrzena také v řadě dalších tkání: prostatě, 

nadledvinách, játrech, plicích, ledvinách a fetálním mozku, kde se předpokládá její účast na syntéze cholesterolu díky 

3β-redukční aktivitě (katalyzuje redukci zymosteronu na zymosterol) (Moeller & Adamski, 2009; Törn et al., 2003). 

Vzhledem k účasti na aktivaci E2 a dihydrotestosteronu se studuje vliv 17β-HSD7 na rozvoj hormon-dependentních 

nádorů prsu a prostaty (Aka et al., 2009; Laplante et al., 2009). 

17β-hydroxystroiddehydrogenasa 8 (17β-HSD8, SDR30C1) 

17β-HSD8 je mitochondriální enzym, který je zapojen do NAD+-dependentní oxidace E2 na E1 v menším rozsahu 

také do přeměny testosteronu na androstendion. Exprese byla kromě pohlavních orgánů potvrzena také v játrech, 

ledvinách, placentě a prostatě (Lukacik et al., 2006; Moeller & Adamski, 2009). Hlavní funkce enzymu v lidském 

organismu však není jasná. Předpokládá se jeho zapojení do patogeneze polycystického onemocnění ledvin. Vzhledem 

k mitochondriální lokalizaci se předpokládá, že by 17β-HSD8 mohla být zapojena do metabolismu mastných kyselin 

(Chen et al., 2009; Moeller & Adamski, 2009). 

17β-hydroxystroiddehydrogenasa 10 (17β-HSD10, SDR5C1) 

Mezi všemi lidskými 17β-HSD má mitochondriální 17β-HSD10 nejširší substrátovou specifitu. V in vitro podmínkách 

katalyzuje přeměnu větvených i nevětvených mastných kyselin, žlučových kyselin, pohlavních hormonů 

a neurosteroidů (Lukacik et al., 2006; Marchais-Oberwinkler et al., 2011). Působí jako NAD+-dependentní oxidasa 

estrogenů a androgenů v pozici C3 a C17. Zvýšené hladiny tohoto enzymu byly detekovány u některých typů karcinomu 

prostaty, kde se podílí na produkci dihydrotestosteronu, který stimuluje růst prostatické tkáně (He et al., 2003). Jasná 

fyziologická role v metabolismu isoleucinu byla potvrzena u pacientů s vrozenou poruchou 17β-HSD10, kde dochází 

k akumulaci rozvětvených acyl-CoA. Medicínsky je velice zajímavé zapojení enzymu do patogeneze Alzheimerovy 

choroby a X-vázané mentální retardace a to především vazbou na strukturu β-amyloidu (Lukacik et al., 2006; Moeller 

& Adamski, 2009). 

17β-hydroxystroiddehydrogenasa 11 (17β-HSD11, SDR16C2) 

17β-HSD11 je transmembránový protein ER, i když přesná topologie (pravděpodobně 1 TM segment) ani 

fyziologická role nebyla doposud objasněna (Horiguchi et al., 2008; Moeller & Adamski, 2009). Enzym katalyzuje 

oxidaci 17β-hydroxysteroidů jako jsou 5α-androstan-3β,17β-diol a 17β-estradiol, ale díky široké tkáňové distribuci 

(pankreat, ledviny, játra, plíce, srdce) se předpokládá, že hlavní fyziologická funkce nebude souviset s metabolismem 

pohlavních hormonů, ale spíše s metabolismem mastných kyselin (Lukacik et al., 2006; Moeller & Adamski, 2009). 
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17β-hydroxystroiddehydrogenasa 12 (17β-HSD12, SDR12C1)  

S membránou endoplasmatického retikula je asociovaná také 17β-HSD12, která sdílí až 36% sekvenční podobnost 

s 17β-HSD3. Vzhledem k nízké vzájemné podobnosti s ostatními 17β-HSD (15-20 %) se jedná o poměrně vysokou shodu 

(Moeller & Adamski, 2009). 17β-HSD12 podílí na redukci E1 na E2 a v ovariích žen před menopauzou a je tak důležitým 

zdrojem aktivních estrogenů (Aka et al., 2009). S ohledem na signifikantně zvýšenou expresi v nádorových buňkách 

prsní tkáně se předpokládá, že může mít vliv na rozvoj hormon-dependentních nádorů prsu (Moeller & Adamski, 2009). 

Bylo zjištěno, že vysoká exprese tohoto enzymu je spojena se špatnou prognózou pacientek s duktálním karcinomem 

prsu a nově i s karcinomem vaječníků (Szajnik et al., 2012). Významnou roli má 17β-HSD12 i v redukčních reakcích, 

které jsou součástí syntézy a elongace MK s více jak 16 uhlíky, na což poukazuje i fakt, že mRNA byla detekována v řadě 

dalších tkání (Lukacik et al., 2006). 

17β-hydroxystroiddehydrogenasa 14 (17β-HSD14, SDR47C1) 

Cytosolická 17β-HSD14 (známá také jako DHRS10) se podílí na NAD+-dependentní oxidaci estradiolu 

a 5α-androsten-3β,17β-diolu na neaktivní metabolity. Vysoká exprese byla detekována v mozku, játrech a placentě 

(Lukacik et al., 2007; Moeller & Adamski, 2009). Ačkoliv se předpokládá, že podobně jako 17β-HSD2 se podílí na 

snižování hladiny aktivních estrogenů a u hormon-dependentního karcinomu prsu bude hrát protektivní úlohu, bližší 

informace prozatím chybí (Sivik et al., 2012). 

2.4.3.8 Lidské dehydrogenasy/reduktasy SDR rodiny 

Dehydrogenasy/reduktasy SDR rodiny (DHRS) tvoří velmi heterogenní skupinu oxidoreduktas. U člověka bylo 

identifikováno 16 členů, přičemž polovina z nich nebyla doposud charakterizována, u ostatních jsou dostupné jen kusé 

informace (uvedeno v následujícím textu). Známé enzymy plní rozmanité funkce, patří sem retinoldehydrogenasy 

i 17β-hydroxysteroiddehydrogenasy (např. DHRS8 viz 2.4.3.7). Přehled lidských DHRS enzymů je uveden v Tabulce 8, 

některé enzymy zmíněné v tabulce, byly popsány v předešlých kapitolách. Z redukčních membránově vázaných enzymů 

byla doposud částečně popsána pouze DHRS3. 

Dehydrogenasa/reduktasa SDR rodiny člen 2 (DHRS2, SDR25C1) 

Geny DHRS2 a DHRS4 kódují dva podobné enzymy patřící do jedné SDR rodiny. DHRS2 je NADPH-dependentní 

reduktasa (27 kDa), která se podílí na metabolismu toxických dikarbonylových látek: hexan-3,4-dionu, 

heptan-2,3-dionu nebo propan-1,3-dionu. Enzym je lokalizovaný jak v cytosolu, tak v jádře a v mitochondriích, největší 

exprese byla detekována v játrech, ledvinách, slezině a placentě (Gabrielli & Tofanelli, 2012; Heinz et al., 2002; Shafqat 

et al., 2006). DHRS2 slouží jako prognostický marker u rakoviny prostaty, močového měchýře nebo prsu a má regulační 

funkci v buněčném cyklu a apoptóze (Gabrielli & Tofanelli, 2012). 
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Tabulka 8 - Přehled lidských dehydrogenas/reduktas SDR rodiny (SDR, 2013). 

Enzym 
SDR 

nomenklatura 

Alternativní 

název 

Subcelulární 

lokalizace 

Enzymová 

aktivita 

DHRS1 SDR19C1  ER neznámá 

DHRS2 SDR25C1 protein D, 

Hep27 
cytosol, jádro redukce 

DHRS3 SDR16C1 retSDR1 ER redukce 

DHRS4 SDR25C2 SCAD-SRL peroxisomy redukce 

DHRS4L2 SDR25C3  neznámá neznámá 

DHRS6 SDR15C1 BDH2 cytosol oxidace 

DHRS7 SDR34C1 retSDR4 ER neznámá 

DHRS7B SDR32C1  membrána 

peroxisomů 
neznámá 

DHRS7C SDR32C2  ER oxidace 

DHRS8 SDR16C2 17β-HSD11, 

retSDR2 
ER oxidace 

DHRS9 SDR9C4 RDH15,  

retSDR8 

3α-HSD 

ER oxidace 

DHRS10 SDR47C1 17β-HSD14, 

retSDR3 
cytosol oxidace 

DHRS11 SDR24C1  neznámá neznámá 

DHRS12 SDR40C1  ER neznámá 

DHRS13 SDR7C5  neznámá neznámá 

DHRSX SDR7C6  neznámá neznámá 

Dehydrogenasa/reduktasa SDR rodiny člen 3 (DHRS3, SDR16C1) 

Mikrosomální DHRS3 byla poprvé detekována ve vnějším segmentu sítnice (v čípcích), kde se podílí na redukci 

all-trans-retinalu. Později byla její exprese potvrzena i v dalších tkáních (ledviny, játra, plíce, srdce, placenta), z čehož 

se usuzuje, že bude mít větší vliv na metabolismus retinoidů. Několik studií dokumentovalo vliv DHRS3 na rozvoj 

tumorů (vysoké hladiny byly detekovány např. v papilárním karcinomu štítné žlázy nebo karcinomu tlustého 

střeva)(Deisenroth et al., 2011; Kirschner et al., 2010; Oler et al., 2008). 

Dehydrogenasa/reduktasa SDR rodiny člen 4 (DHRS4, SDR25C2) 

DHRS4 je peroxisomální NADPH-dependentní stereospecifická reduktasa (27 kDa), která se podílí na metabolismu 

celé řady heterogenních substrátů zahrnující α-dikarbonylové sloučeniny, aldehydy, aromatické ketony, p-chinony 

a 3-ketosteroidy, které přeměňuje na odpovídající 3β-hydroxysteroidy (Endo et al., 2009; Gabrielli & Tofanelli, 2012; 

Matsunaga et al., 2008). Stereospecifita tvorby 3β-hydroxysteroidů se tak odlišuje od CBR1, která přednostně 

katalyzuje vznik 3α-hydroxysteroidů. Zajímavé je, že v tomto ohledu se liší lidská DHRS4 od ostatních savčích 

orthologů. Vzhledem k tomu, že exprese lidské DHRS4 je indukována receptory aktivovanými peroxisomovými 

proliferátory (PPARα), které jsou aktivovány nenasycenými mastnými kyselinami a léčivy, a vysoké aktivitě DHRS4 
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vůči xenobiotikům s karbonylovou skupinou se dá předpokládat, že bude mít významnou roli v první fázi 

biotransformace těchto látek (Matsunaga et al., 2008). 

Dehydrogenasa/reduktasa SDR rodiny člen 9 (DHRS9, SDR9C4) 

DHRS9 známá také jako 3α-hydroxysteroiddehyhydrogenasa je integrální protein ER, jehož hlavní část 

polypeptidového řetězce směřuje do cytosolu. Katalyzuje především oxidační reakce retinolu za vzniku kyseliny 

retinové a steroidů typu allopregnanolonu a 3α-androstandiolu za vzniku 5α-dihydroprogesteronu respektive 

dihydrotestosteronu. Enzym je exprimován v poměrně širokém spektru tkání, nejvyšší hladiny byly detekovány 

v trachee, míše, kostní dřeni, srdci, tlustém střevě a dalších tkání (Chetyrkin et al., 2001a, 2001b; Mohler et al., 2011a). 

Bylo zjištěno, že u některých typů karcinomů je exprese této dehydrogenasy změněna. Například u karcinomu žaludku 

dochází ke snížení exprese DHRS9 více než 4x v porovnání se zdravou tkání (Kropotova et al., 2013). Na druhou stranu 

u hormon-dependentních nádorů prostaty je díky svému zapojení do metabolismu steroidních hormonů 

(dihydrotestosteronu) studována terapeuticky využitelná inhibice (Mohler et al., 2011b). 
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2.4.4 SHRNUTÍ VÝZNAMU MEMBRÁNOVĚ VÁZANÝCH ENZYMŮ V METABOLISMU KARBONYLOVÝCH SLOUČENIN 

Přestože je k dispozici množství bioinformatických modelů, které na základě sekvence aminokyselin predikují 

možnou funkci proteinu v organismu, jak vyplývá z předchozích odstavců, role především membránově vázaných SDR 

zástupců v redukčním metabolismu endogenních i exogenních sloučenin zůstává u velké části enzymů neobjasněna. 

Přehlednost komplikuje fakt, že jednotné názvosloví se do praxe dostává pouze postupně a pro jednotlivé SDR proteiny 

existuje i 5 různých synonym. Například RDH15 je známá také jako DHRS9, RDHL nebo 3α-HSD, dalším příkladem může 

být DHRS10 jako 17β-HSD14 nebo retSDR3 (viz Tabulka 6 a Tabulka 8). 

Některé enzymy byly doposud studovány jen z určitého úhlu pohledu. Například lidské retinoldehydrogenasy 

(str. 28) byly detailně popsány především pro jejich zapojení do cyklu vidění a regenerace zrakového pigmentu 

(Obrázek 9). V posledních letech se ukazuje, že jsou exprimovány i v jiných tkáních, kde se předpokládá plnění dalších 

funkcí, mimo jiné podíl na metabolismu kyseliny retinové a proto možnost ovlivnění buněčné diferenciace a proliferace. 

Jiným příkladem poměrně dobře charakterizovaných enzymů jsou 17β-hydroxysteroiddehydrogenasy, které hrají díky 

zapojení do metabolismu pohlavních steroidů významnou roli u hormon-dependentních karcinomů prsu a prostaty. 

Poznatky získané studiem specifické farmakologické modulace jejich enzymové aktivity by v budoucnosti mohly být 

využity jako jedna z variant léčby takovýchto malignit (např. 17β-HSD1, 2 a 3). 

V neposlední řadě se ukazuje, že u některých léčiv je hlavní cestou biotransformace redukce funkční karbonylové 

skupiny na příslušný alkohol. Díky obecně vysoké lipofilitě xenobiotik, která významným způsobem ovlivňuje jejich 

distribuci do hydrofobních částí buněk, se předpokládá, že právě membránově vázané enzymy redukující karbonylové 

skupiny budou mít u těchto sloučenin velký podíl na metabolismu. V tomto ohledu jsou k dispozici pouze kusé 

informace (doposud byla popsána pouze 11β-HSD1 v metabolismu látek s karbonylovou skupinou) a proto je nezbytné 

se studiem membránově vázaných reduktas karbonylových sloučenin zabývat. S ohledem na nárůst informací o lidském 

genomu a tkáňové expresi enzymů díky „high-throughput screening“ technikám se dá očekávat, že tyto enzymy budou 

hrát větší roli, než se doposud předpokládalo. 



3 Cíl práce 

44 

3 CÍL PRÁCE 

Experimentální práce byla zaměřena na přípravu rekombinantních forem lidských membránově vázaných enzymů 

z nadrodiny SDR v eukaryotickém expresním systému a stanovení jejich role v metabolismu endogenních 

a xenobiotických látek s karbonylovou skupinou. U doposud nepopsaných SDR oxidoreduktas bylo nezbytné určit také 

jejich základní biochemické vlastnosti. Cílem práce bylo: 

1) Vytipovat membránově vázané SDR proteiny v dostupných databázích. 

2) Připravit rekombinantní formy lidských SDR enzymů. 

a) Využít princip klonování nezávislého na ligase (LIC). 

b) Využít bakulovirového expresního vektorového systému (BEVS). 

c) Exprimovat rekombinantní proteiny v hmyzích buňkách Sf9. 

3) Připravit mikrosomální frakce s cílovými enzymy.  

4) Stanovit enzymové aktivity rekombinantních proteinů vůči vybraným endogenním a xenobiotickým 

substrátům s karbonylovou skupinou. 

a) Spektrofotometrický screening substrátů s karbonylovou skupinou pro membránově vázané enzymy 

z nadrodiny SDR. 

b) HPLC stanovení metabolitů vybraných karbonylových substrátů. 

i) ze skupiny endogenních substrátů (kortison, androstendion, estron, all-trans-retinal). 

ii) ze skupiny xenobiotických substrátů (oracin, NNK, bupropion, doxorubicin, daunorubicin, 

idarubicin). 

5) Určit topologii DHRS7. 

6) Purifikovat a převést DHRS7 do rekonstitučního systému. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1 MATERIÁL 

4.1.1 PŘÍSTROJOVÉ VYBAVENÍ 

ÄKTA purifier (Amersham Biosciences, Švédsko) 

Centrifuga Heraeus BiofugeStratos (Thermo Electro Corporation, USA) 

Centrifuga Sorvall Ultracentrifuge OTD Combi (Thermo Electron Corporation, USA) 

Gel Doc XR (Bio-Rad, USA) 

Hlubokochladící box HeraFreeze HFU 486 TOP (Thermo Electron Corporation, USA) 

Homogenizátor dle Pottera a Elvehjema (B. Braun Biotech, USA) 

HPLC Agilent 1100 a UHPLC Agilent 1290 systém – gradientová pumpa, autosampler, odplynovač, termostatovaná 

část pro kolonu, fluorescenční a UV detektor (Agilent Technologies, USA) 

HPLC kolony BDS Hypersil C18 (Thermo Electron Corporation, USA), Waters Symmetry C18 (Waters, USA), Chromolith 

Perfomance RP-18e (Merck, USA), UHPLC kolona Zorbax C18 Eclipse Plus (Agilent Technologies, USA) 

Inkubovaná třepačka Ecotron (Infors HT, Švýcarsko) 

Inkubovaná třepačka NB 205 (n-Biotek, Korea) 

Invertní epifluorescenční mikroskop Nikon Eclipse TS-100 (Nikon, Japonsko) 

Laminární box Faster Two 30 (Faster, Itálie) 

Minicentrifuga Eppendorf MiniSpin Plus (Eppendorf, Německo) 

Mini-Extruder (Avanti Polar Lipids, USA) 

Mini-Protean elektroforéza (Bio-Rad, USA) 

MJ Mini Thermo Cycler (Bio-Rad, USA) 

NanoDrop 1000 spektrofotometr (Thermo Fisher Scientific, USA) 

Software GraphPad Prism 6.00 (GraphPad Software, USA) 

Software Quantity One (Bio-Rad, USA) 

Spektrofotometr Tecan Infinite M200 (Tecan, Švýcarsko) 

Thermomixer komfort (Eppendorf, Německo) 

Trans Blott Turbo (Bio-Rad, USA) 

Třepačka IKA (IKA, Německo) 

Ultrazvukový homogenizátor Sonoplus HD 2070 (Bandelin, Německo) 

Vakuový koncentrátor Eppendorf 5301 (Eppendorf, Německo) 
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4.1.2 CHEMIKÁLIE 

11-dihydrooracin, oracin (Výzkumný ústav pro farmacii a biochemii, Česká Republika) 

1-hexasulfonát sodný monohydrát (Sigma-Aldrich, Německo) 

4-(2-Aminoethyl)benzenesulfonylfluorid hydrochlorid, AEBSF (Sigma-Aldrich, Německo) 

6-aminohexanová kyselina (Sigma-Aldrich, Německo) 

Acetonitril (Sigma-Aldrich, Německo) 

Běžné chemikálie v čistotě p.a. (Penta, Česká Republika; Sigma-Aldrich, Německo) 

Bio-Beads SM-2 (Bio-Rad, Česká Republika) 

Blotting grade blocker (Bio-Rad, USA) 

BSA (New England Biolabs, USA) 

Bupropion a jeho redukované metabolity (Toronto Research Chemicals, Kanada) 

C12E8 - oktaethylenglykolmonododecyl ether (Sigma-Aldrich, Německo) 

Coomassie R (Sigma-Aldrich, Německo) 

dNTP (Promega, USA) 

Daunorubicin hydrochlorid (Sigma-Aldrich, Německo) 

Daunorubicionol hydrochlorid (Toronto Research Chemicals, Kanada) 

Digitonin (Merck, Česká Republika) 

DDM - n–dodecyl β–D–maltosid (Sigma-Aldrich, Německo) 

Doxorubicin hydrochlorid, doxorubicinol hydrochlorid (Toronto Reasearch Chemicals, Kanada) 

Dithiotreitol (Sigma-Aldrich, Německo) 

Ethanol 96% (Penta, Česká Republika) 

Etylacetát (Sigma-Aldrich, Německo) 

Fenylmethansulfonylflorid, PMSF (Serva, Německo) 

Fomadon LQN negativní vývojka a Fomafix ustalovač (Foma, Česká republika) 

GeneRuler 1 kb DNA marker (Fermentas, Litva) 

Glukosa-6-fosfát (Sigma-Aldrich, Německo) 

Glycerol 85% (RNDr. Jan Kulich, Česká Republika) 

Idarubicin hydrochlorid (Sigma-Aldrich, Něm) 

Igepal CA-630 (Sigma-Aldrich, Německo) 

Isopropanol (Sigma-Aldrich, Německo) 

Médium Insect-XPRESS protein free s L-glutaminem (Lonza, Švýcarsko) 

Methanol p.a. (Penta, Česká Republika) 

Methanol pro HPLC analýzy (Sigma-Aldrich, Německo) 

NAD+ (Fluka, Německo) 

NADH (TRC, Kanada) 

NADP+ a NADPH (Sigma-Aldrich, Německo) 
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NNK, NNAL (Toronto Research Chemicals, Kanada) 

Oxkarbazepin (Toronto Research Chemicals, Kanada) 

Precision Plus Protein, marker pro SDS-PAGE (Bio-Rad, USA) 

Protease inhibitor cocktail (Calbiochem, Merck, USA) 

Retinal, retinol (Sigma-Aldrich, Německo) 

Směs fosfolipidů - DPPC, DOPC, DPPE, DOPS (Avanti Polar Lipids, USA) 

Substráty s karbonylovou skupinou: benzil, p-benzochinon, hexan-3,4-dion, 9,10-fenantrenchinon, metyrapon, isatin, 

4-nitrobenzaldehyd, 4-nitrobenzalkohol, 1,2-naftochinon, estron, estradiol, A-dion, testosteron, kortison, kortisol 

(Sigma-Aldrich, Německo) 

Trietylamin (Fluka, Německo) 

Tween 20 (Sigma-Aldrich, Německo) 

4.1.3 ENZYMY 

BfuAI, DnpI, EcoRI, NotI, SalI, XhoI (New England Biolabs, USA) 

Dream Taq polymerasa 5 U/μl (Fermentas, Litva) 

Endoglycosidasa H, PNGasa F, Proteinasa K (New England Biolabs, USA) 

Glukosa-6-fosfátdehydrogenasa (Roche, Německo) 

Platinum Pfx DNA polymerasa 2,5 U/μl (Invitrogen, USA) 

T4 DNA polymerasa 3 U/μl (Fermentas, Litva) 

4.1.4 BUNĚČNÉ KMENY A PLASMIDY 

pFB-CT10HF-LIC (SGC Oxford, Velká Británie) 

E. coli - XL1-Blue kompetentní buňky (Stratagene, USA) 

E. coli – DH10Bac buňky (Invitrogen, USA) 

Hmyzí buněčná linie Sf9 (Spodoptera frugiperda) (Invitrogen, USA) 

4.1.5 KITY 

Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Systém (GE Healthcare, Švédsko) 

Kit na stanovení bílkoviny kyselinou bicinchoninovou (Sigma-Aldrich, USA) 

Plasmid MiniPrep kit (Fermentas, Litva) 

Nanofectin kit (PAA, Rakousko) 

Plasmid Midi a Maxi kit (QIAGEN, Německo) 

QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN, Německo) 

QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Německo) 
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4.1.6 PROTILÁTKY 

F7425  Králičí polyklonální protilátka proti FLAG-tagu (Sigma-Aldrich, Německo) 

A21206 Fluorescenčně značená oslí sekundární protilátka proti králičím IgG (Invitrogen, USA) 

P0217   Prasečí polyklonální protilátka proti králičím protilátkám (Dako, Dánsko) 

ab698348 Myší polyklonální protilátka proti DHRS7 (Abcam, Velká Británie) 

ab6789  Kozí polyklonální sekundární protilátka proti myším protilátkám (Abcam, Velká Británie) 

4.1.7 PUFRY A RŮSTOVÁ MÉDIA 

Anodový pufr I: 300mM Tris, 20% methanol 

Anodový pufr II: 25mM Tris, 20% methanol 

Elektrodový pufr SDS-PAGE: 250mM Tris-HCl pH 8,3, 200mM glycin, 0,1% SDS 

Katodový pufr: 25mM Tris, 40mM kys. 6-aminohexanová, 20% methanol 

LB médium: 1% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasničný extrakt, 10mM NaCl 

Pufr A: 25mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 20% glycerol (v/v), pH 8,0 

Pufr B: 
20mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 0,5% Igepal CA-630 (w/v), 

30mM imidazol, 20% glycerol (v/v), pH 7,4 

Pufr C: 
20mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 0,5% Igepal CA-630 (w/v), 

60mM imidazol, 20% glycerol (v/v), pH 7,4 

Pufr D: 
20mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 0,5% Igepal CA-630 (w/v), 

500mM imidazol, 20% glycerol (v/v), pH 7,4 

PBS:  137mM NaCl, 2,7mM KCl, 10mM Na2HPO4, 2mM KH2PO4 

PBS-T: 
137mM NaCl, 2,7mM KCl, 10mM Na2HPO4, 2mM KH2PO4, 

1% Tween 20 

SOB: 
2% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasničný extrakt, 10mM NaCl, 

2,5mM KCl, 10mM MgCl2 

SOC: SOB médium, 20mM glukosa 

TBE: 100mM Tris, 90mM kys. boritá, 2mM EDTA pH 8,0 

TE: 10mM Tris-Cl, 1mM EDTA, pH 8,0 
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4.2 VÝBĚR LIDSKÝCH MEMBRÁNOVĚ VÁZANÝCH SDR ENZYMŮ Z DATABÁZÍ 

Na základě dostupných databází SDR-enzymes, UniProt, The Human Protein Atlas, Mammalian Gene Collection 

(MGC) (SDR, 2013; Uhlen et al., 2010; UniProt, 2012) a interní databáze Structural Genomics Consortium (SGC) bylo 

vytipováno 30 SDR enzymů, u kterých byla potvrzena nebo predikována (na základě přítomnosti hydrofobních 

segmentů α-helixů) lokalizace v membráně (Tabulka 9), pro rekombinantní přípravu v eukaryotickém expresním 

systému hmyzích buněk Spodoptera frugiperda (Sf9). 

Tabulka 9 - Vybrané membránově vázané SDR enzymy k rekombinantní přípravě. 

 Označení enzymu SDR označení Označení genu Identifikační číslo 

1 RDH11 SDR7C1 RDH11 BC000112 

2 RDH12 SDR7C2 RDH12 BC025724 

3 RDH14 SDR7C4 RDH14 BC009830 

4 DHRSX SDR7C6 DHRSX BC032340 

5 17β-HSD2 SDR9C2 HSD17B2 BC009581 

6 11β-HSD2 SDR9C3 HSD11B2 BC0367780 

7 RDH5 SDR9C5 RDH5 BC028298 

8 
RoDH4, 
RDH16 

SDR9C8 RODH4 BC020710 

9 FAR1 SDR10E1 MLSTD2 BC017377 

10 FAR2 SDR10E2 MLSTD1 BC022267 

11 3β-HSD1 SDR11E1 HSD3B1 BC031999 

12 3β-HSD2 SDR11E2 HSD3B2 BC038419 

13 3β-HSD7 SDR11E3 HSD3B7 BC004929 

14 17β-HSD12 SDR12C1 HSD17B12 BC012043 

15 17β-HSD3 SDR12C2 HSD17B3 BC034281 

16 HSDL2 SDR13C1 SDHL BC004331 

17 DHRS3 SDR16C1 DHRS3 BC002730 

18 
17β-HSD11, 
DHRS8 

SDR16C2 RETSDR2 BC021673 

19 RDH10 SDR16C4 RDH10 BC067131 

20 RDHE2 SDR16C5 RDHE2 BC037219 

21 DHRS1 SDR19C1 DHRS1 BC015943 

22 11β-HSD1 SDR26C1 HSD11B1 BC012593 

23 17β-HSD8 SDR30C1 HSD17B8 BC008185 

24 NSDHL SDR31E1 NSDHL BC000245 

25 DHRS7B SDR32C1 DKFZORFA BC009679 

26 DHRS7 SDR34C1 RETSDR4 BC007337 

27 FVT1 SDR35C1 FVT1 BC008797 

28 17β-HSD7 SDR37C1 HSD17B7 BC065246 

29 DHRS12 SDR40C1 DHRS12 BC009825 

30 SDR42E1 SDR42E1 NSDLL BC019670 



4 Experimentální část 

50 

4.3 PŘÍPRAVA REKOMBINANTNÍCH FOREM LIDSKÝCH MEMBRÁNOVĚ VÁZANÝCH SDR 

4.3.1 PŘÍPRAVA SDR INSERTŮ 

Vstupní vzorky cDNA byly získány z příslušné knihovny pracoviště SGC. Plasmidy (pOTB7 a pDNR-LIB s rezistencí 

na chloramfenikol nebo pCMV-SPORT6 a pCMV-SPORT6.1 s rezistencí na ampicilin) s cílovými inserty byly 

transformovány do kompetentních E. coli (kmen XL1-Blue; příprava chemicky kompetentních buněk dle protokolu 

výrobce). Transformace byla provedena metodou tepelného šoku (30 min preinkubace na ledě, 45 s tepelný šok ve 

vodní lázni o teplotě 42°C, zchlazení 2 min na ledě). Směs byla preinkubována (1 hod, 37°C) v SOC médium, poté byla 

kultura přeočkována do LB média s příslušným antibiotikem – chloramfenikol (170 μg/ml) nebo ampicilin (AMP, 

50 μg/ml) – a inkubována 16 hod při 37°C, 230 rpm. Plasmidy byly purifikovány Miniprep kitem (Qiagen, dle protokolu 

výrobce), výsledná koncentrace DNA byla změřena spektrofotometricky na přístroji NanoDrop 1000 (Thermo Fisher 

Scientific). Amplifikace cílové DNA byla provedena metodou „touch-down“ polymerasové řetězové reakce (PCR) 

(složení reakční směsi a reakční podmínky PCR reakcí viz Tabulka 10 a Tabulka 11) pomocí specifických primerů, které 

obsahovaly sekvence pro klonování nezávislé na ligase (LIC) (viz kapitola 4.3.3 a Tabulka 33 v sekci přílohy), na 

přístroji MJ Mini Thermo Cycler (Bio-Rad). Výsledky amplifikace byly ověřeny gelovou elektroforézou (1% agarosa 

v TBE pufru, ethidium bromid 0,7 μg/ml). 

PCR směsi, jejichž templátová DNA byla původně vnesená do vektoru s rezistencí na AMP, byly následně ošetřeny 

DpnI restrikční endonukleasou (1 U DpnI na 1 μl PCR produktu), která štěpí vstupní plasmid a eliminuje tak následnou 

falešnou pozitivitu vzorků, v PCR směsi zůstanou pouze požadované DNA fragmenty, které byly purifikovány QIAquick 

PCR Purification kitem (Qiagen, dle protokolu výrobce). 

Tabulka 10 - Rozpis složení PCR reakční směsi. 

Složení Objem/1 reakce (μl) Finální koncentrace 

10x Pfx amplifikační pufr 5,00 2x 

10mM dNTP směs 0,75 0,3mM 

50mM MgSO4 0,50 1mM 

Platinum Pfx DNA polymerasa 0,20 1 U 

DNA templát 1,00 100 – 200 ng 

10μM Fwd primer 1,00 0,4μM 

10μM Rev primer 1,00 0,4μM 

dd H2O 15,55  
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Tabulka 11 - Průběh metody "touch-down" PCR. 

Fáze Čas (s) Teplota °C) Počet cyklů 

úvodní denaturace 300 94 1 

denaturace 30 94 

5 hybridizace primerů 30 68 

elongace 90 68 

denaturace 30 94 

5 hybridizace primerů 30 60 

elongace 90 68 

denaturace 30 94 

5 hybridizace primerů 30 55 

elongace 90 68 

denaturace 30 94 

20 hybridizace primerů 30 50 

elongace 90 68 

finální elongace 600 72 10 min 

4.3.2 PŘÍPRAVA VEKTORU pFB-CT10HF-LIC 

Jako klonovací/transferový vektor byl použit plasmid pFB-CT10HF-LIC (SGC; Obrázek 13), který obsahuje 

C-koncovou His10 a FLAG sekvenci, štěpící místo pro TEV proteasu, sekvenci pro LIC klonování, sekvenci umožňující 

transpozici přes Tn7 element, gen pro rezistenci na AMP a gentamycin a SacB gen umožňující selekci růstu v prostředí 

5% sacharosy. Tento plasmid byl opět namnožen v chemicky kompetentních buňkách E. coli (XL1-Blue, postup viz 

4.3.1), purifikován Maxiprep kitem (Qiagen, dle protokolu výrobce), koncentrace DNA byla změřena 

spektrofotometricky (NanoDrop 1000). Plasmid byl následně 3 hod linearizován restrikční endonukleasou BfuAI při 

50°C, inaktivace enzymu byla provedena tepelně při 65°C 20 min (podmínky linearizace jsou uvedeny v Tabulce 12). 

Tabulka 12 – Rozpis reakčních podmínek pro linearizaci vektoru pFB-CT10HF-LIC. 

Složení Objem/1 reakce (μl) Finální koncentrace 

10x NEBuffer 3  10,00 1x 

100x BSA  1,00 1x 

BfuAI 3,00 15 U 

pFB-CT10HF-LIC (SGC) 3,33 5 μg 

dd H2O 82,67  
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Obrázek 13 - Mapa vektoru pFB-CT10HF-LIC (dle databáze SGC). 

4.3.3 KLONOVÁNÍ NEZÁVISLÉ NA LIGASE (LIC) 

Pro přípravu 30 rekombinantních SDR enzymů byla s výhodou využita metoda klonování nezávislé na ligase 

(LIC – Ligation Independent Cloning), která představuje vysokokapacitní klonování bez nutnosti použití ligasy, 

alkalické fosfatasy či restrikčních endonukleas. Díky přítomnosti poměrně dlouhých nekomplementárních kohezivních 

konců je minimalizována recirkularizace otevřeného vektoru i možnost nesprávného nasednutí cílového insertu. Navíc 

není nutné použití restrikčních endonukleas na ošetření kohezivních konců insertů (Aslanidis & de Jong, 1990; 

Tachibana et al., 2009). 

Pro vytvoření kohezivních konců byl vektor inkubován 30 min s T4 DNA polymerasou při 22°C (složení reakční 

směsi je uvedeno v Tabulce 13), enzym byl následně inaktivován 20 min při 75°C. Stejným postupem byly ošetřeny PCR 

produkty (složení reakční směsi je uvedeno v Tabulce 14). 

Tabulka 13 - Rozpis reakční směsi pro ošetření vektoru T4 DNA polymerasou. 

Složení Objem (μl) Finální koncentrace 

5x T4 DNA polymerasový pufr (Fermentas) 20,00 1x 

100x BSA (NEB) 1,00 1x 

1M DTT (Sigma-Aldrich) 0,50 5mM 

25mM dCTP 10,00 2,5mM 

pFB-CT10HF-LIC otevřený vektor 50,00 75 μg 

T4 DNA polymerasa (Fermentas) 5,00 25 U 

dd H2O 13,50  
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Tabulka 14 - Rozpis reakční směsi pro ošetření DNA insertů T4 DNA polymerasou. 

Složení Objem/1 reakce (μl) Finální koncentrace 

5x T4 DNA polymerasový pufr (Fermentas) 2,00 1x 

100x BSA (NEB) 0,10 1x 

100mM DTT 0,50 5mM 

25mM dGTP 1,00 2,5mM 

pFB-CT10HF-LIC otevřený vektor 5,00 ∼1,2 μg 

T4 DNA polymerasa (Fermentas) 0,50 25 U 

dd H2O 0,90  

Ošetřené inserty (2 μl/reakce) a plasmid pFB-CT10HF-LIC (1 μl/reakce) byly smíchány, inkubovány 15 min při 22°C, 

zchlazeny (30 min) a následně transformovány do kompetentních E. coli viz 4.3.1. Po 60 min preinkubaci v SOC médium 

(37°C) byly jednotlivé kultury (100 μl) naočkovány na Petriho misky obsahující: LB médium, 2% agar, 50 μg/ml AMP, 

5% sacharosu a inkubovány 12 hod při 37°C. Vzniklé kolonie byly přeočkovány do LB média s AMP (50 μg/ml) 

a inkubovány 16 hod při 37°C, 220 rpm. 

4.3.4 OVĚŘENÍ LIGAČNÍHO A TRANSFORMAČNÍHO KROKU 

Přítomnost cílového DNA fragmentu v klonovacím vektoru byla potvrzena pomocí „touch-down“ PCR (viz Tabulka 

11). Vzorky byly odebrané v tripletech z kultur E. coli (růst v selekčním prostředí AMP) transformovaných plasmidy 

s cílovým insertem. Z každé kultury bylo odebráno 20 μl, výsledné pelety byly resuspendovány v TE pufru a rozbity 

varem (3 min, 95°C). K ověření přítomnosti cílových klonů byly použity specifické sekvenční primery (sekvence viz 

Tabulka 15); reakční podmínky pro PCR ověření kolonií exprimující cílový plasmid jsou uvedeny v Tabulce 16. 

Tabulka 15 - Sekvenční primery pro potvrzení přítomnosti cílových klonů v koloniích E. coli. 

Primer Sekvence (5‘→3‘) 

Fwd primer FBAC3 TTAAAATGATAACCATCTCG 

Rev primer FBAC2 GGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAA 

Tabulka 16 – Rozpis složení reakční směsi pro ověření přítomnosti cílových klonů pomocí PCR (uvedeno na 1 reakci, celkový objem 20 μl). 

Složení Objem (μl/1 reakce) Finální koncentrace 

10x Dream Taq pufr  4,00 2x 

25mM MgSO4  0,80 1mM 

10mM dNTP mix  0,60 0,3mM 

Dream Taq polymerasa  0,16  

10μM Fwd primer FBAC3 1,00 0,5μM 

10μM Rev primer FBAC2 1,00 0,5μM 

DNA 5,00  

dd H2O 7,44  
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Předpokládané velikosti PCR produktů byly ověřeny gelovou elektroforézou (1% agarosa v TBE pufru, ethidium 

bromid 0,7 μg/ml). Pozitivní vzorky kolonií byly použity pro purifikaci cílového produktu (Plasmid MiniPrep kit, 

Fermentas, dle protokolu výrobce). 

4.3.5 BAKULOVIROVÝ EXPRESNÍ SYSTÉM (BEVS) - PŘÍPRAVA REKOMBINANTNÍCH BAKMIDŮ 

Pro přípravu rekombinantních bakmidů byly využity buňky E. coli kmen DH10Bac (Invitrogen). K transformaci 

a následné transpozici bylo použito 100 μl chemicky kompetentních DH10Bac buněk (příprava dle protokolu výrobce) 

a 1 μl purifikovaného donorového plasmidu se sekvencí pro příslušný SDR protein. Jednotlivé směsi byly inkubovány 

30 min na ledu, transformace byly provedeny metodou tepelného šoku (42°C, 45 s, zchlazení 2 min, 0°C), preinkubace 

v 900 μl SOC média 4 hod, 37°C, 220 rpm. Poté byly přeneseny 100 μl alikvoty na Petriho misky s růstovým médiem 

(LB médium, 2% agar, 50 μg/ml kanamycin, 7 μg/ml gentamycin, 10 μg/ml tetracyklin, 100 μg/ml Bluo-Gal, 40 μg/ml 

IPTG) umožňujícím modro-bílou selekci. Inkubace probíhala 48 hod při 37°C. Po 48 hodinách byly bílé pozitivní kolonie 

přeočkovány na nové Petriho misky s čerstvým růstovým médiem pro potvrzení (inkubace 48 hod, 37°C). Pozitivní bílé 

kolonie byly použity pro namnožení ve 2 ml LB média s 50 μg/ml kanamycinem, 7 μg/ml gentamycinem, 10 μg/ml 

tetracyklinem, 17 hod, 37°C, 250 rpm. Pro purifikaci rekombinantních bakmidů bylo použito 300 μl resuspendačního 

pufru s RNasou A a 300 μl lyzačního pufru (Plasmid MiniPrep kit, Fermentas). Po 5 min inkubace při laboratorní teplotě 

bylo přidáno 300 μl neutralizačního pufru (Plasmid MiniPrep kit, Fermentas) a směsi se inkubovaly 10 min při 0°C, 

následovala centrifugace (10 min, 14 000 rpm). K supernatantu byl přidán isopropanol v poměru 1:1 (10 min na ledu), 

po centrifugaci (15 min, 14 000 rpm) byly pelety omyty 500 μl 70% ethanolu (2× 5min, 14 000 rpm). Vysušené pelety 

byly rozpuštěny ve 40 μl TE pufru, pH 8,00. Koncentrace bakmidů byly stanoveny spektrofotometricky (NanoDrop 

1000). Přítomnost cílové DNA v bakmidu byla ověřena také pomocí PCR a specifických sekvenčních primerů 

pUC/M13 fwd a pUC/M13 rev dle doporučení výrobce BEVS (Tabulka 17), rozpis „touch-down“ PCR dle postupu 

uvedeného v Tabulce 11; složení reakční směsi je uvedeno v Tabulce 18. Analýza byla provedena pomocí gelové 

elektroforézy (1% agarosa v TBE pufru, ethidium bromid 0,7 μg/ml). 

Tabulka 17 - Sekvence primerů pro PCR ověření přítomnosti cílových bakmidů. 

Primer Sekvence (5‘→3‘) 

pUC/M13 fwd CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG 

pUC/M13 rev AGCGGATAACAATTTCACACAGG 
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Tabulka 18 - Rozpis složení reakční směsi pro PCR ověření přítomnosti rekombinantních bakmidů, finální objem reakční směsi 20 µl. 

Složení Objem (μl/1 reakce) Finální koncentrace 

10x Dream Taq pufr (Fermentas) 2,00 1x 

25mM MgSO4 (Fermentas) 0,80 1mM 

10mM dNTP mix (Promega) 0,40 0,2mM 

Dream Taq polymerasa (Fermentas 5 U/μl) 0,25 1,25 U 

10μM pUC/M13 fwd 1,00 0,5μM 

10μM pUC/M13 rev 1,00 0,5μM 

DNA 1,00  

dd H2O 13,55  

4.3.6 PŘÍPRAVA REKOMBINANTNÍHO BAKULOVIRU 

Pro přípravu jednotlivých rekombinantních bakulovirů byl použit Nanofectin kit (PAA, dle protokolu výrobce). Pro 

transfekci bylo použito 3,2 μl Nanofectinu v 50 μl Diluentu (PAA) a 1 μg DNA bakmidu v 50 μl Diluentu (PAA) v tomto 

pořadí. Po 30 min inkubace při laboratorní teplotě bylo 100 μl této směsi přidáno k 500 μl Sf9 (2⨯105 buněk/ml, 

24 jamková destička, buňky z 60 % adherentní), inkubace 48 hod při 27°C (viz. 4.3.7). Poté bylo přidáno 500 μl 

čerstvého média Insect-XPRESS (Lonza) a inkubace pokračovala dalších 48 hod. Po 118 hod inkubace byl odebrán 

z každého vzorku 1 ml k centrifugaci (5 min, 13 000 rpm). Supernatanty obsahovaly rekombinantní virus P0 (uchování 

ve tmě, 4°C). 

4.3.7 BUNĚČNÁ LINIE Sf9 

Hmyzí buněčná linie Sf9 odvozena z ovariální tkáně Spodoptera frugiperda (Invitrogen) byla kultivována v hmyzím 

růstovém médiu Insect-XPRESS protein free s L-glutaminem (Lonza) bez přídavku antibiotik. Adherentní kultura byla 

inkubována při 27°C při zvýšené vlhkosti, suspenzní kultura byla inkubována při 27°C, 110 – 120 rpm. K produkci 

rekombinantních proteinů byla použita suspenzní kultura v 8. – 25. pasáži, u které byla viabilita buněk ≥ 95 %. 

4.3.8 PŘÍPRAVA REKOMBINANTNÍCH VIRŮ P1, P2 A EXPRESE REKOMBINANTNÍCH SDR PROTEINŮ 

K přípravě zásobního virálního roztoku P1, pracovního virálního roztoku P2 a k expresi rekombinantních SDR 

enzymů byla použita suspenzní buněčná linie Sf9 (viz 4.3.7). K infikování byly používány kultury s koncentrací 

1,8 - 2,0⨯106 buněk/ml v 8. – 25. pasáži. Inkubace probíhala při 27°C, 110 -120 rpm, 65-70 hod. 

P1 a P2virální roztok 

K přípravě P1 virálních roztoků (po P0 nejvyšší kvalita) bylo použito 100 μl P0 a 3 ml suspenzních Sf9 buněk 

(koncentrace 1,8⨯106 buněk/ml), inkubace při 27°C, 120 rpm 65 hod. Poté byly kultury stočeny 5 min při 750 rpm, 

supernatanty obsahující P1 byly sterilně přefiltrovány (0,22 μm), uchování ve tmě při 4°C. P2 virální roztoky byly 

připraveny obdobným způsobem z 1-2 ml P1 na 100 ml Sf9 buněk. 
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Exprese rekombinantních proteinů 

K expresi rekombinantních proteinů byly používány P2 virální roztoky a suspenzní Sf9 kultura (viz 4.3.8). Úspěšné 

infikování Sf9 buněk bylo ověřeno porovnáním viability infikovaných a neinfikovaných buněk (barvení 

0,4% trypanovou modří a počítání buněk v Neubauerově hemocytometru) a porovnáním morfologie infikovaných 

a neinfikovaných buněk. Exprese rekombinantních proteinů byla potvrzena imunobarvením fixovaných buněk (viz 

4.3.9). 

4.3.9 IMUNODETEKCE SDR PROTEINŮ VE FIXOVANÝCH Sf9 BUŇKÁCH 

Pro ověření exprese rekombinantních SDR proteinů v Sf9 buňkách byla použita metoda imunodetekce pomocí 

specifické protilátky proti FLAG-tagu v buňkách fixovaných paraformaldehydem. 

Fixace a permeabilizace buněk 

Adherentní kultury Sf9 buněk (6⨯104 buněk/ml, 1 ml/jamka, 24 jamková destička) infikované příslušnými virálními 

roztoky byly fixovány po odstranění média a omytí PBS pufrem 200 µl/jamka 4% paraformaldehydem (20 min při 

laboratorní teplotě). Permeabilizace buněk byla provedena po omytí PBS (3x) 0,5% Tritonem X-100 (10 min, 

laboratorní teplota). Následná blokace probíhala 1 hod při 37°C 20% fetálním telecím sérem (FCS) v PBS 

(0,5 ml/jamka). 

Imunodetekce 

Na imunodetekci byla použita králičí polyklonální protilátka proti FLAG-tagu (1:1 000; Sigma-Aldrich) 

a fluorescenčně značená (Alexa Fluor 488) oslí sekundární protilátka proti králičí (1:1 000; Invitrogen), k promývání 

byl použit PBS-T pufr. Jádra buněk byla obarvena pomocí DAPI (1:100, 10 min při laboratorní teplě, ve tmě). Analýza 

byla provedena na fluorescenčním mikroskopu (Nikon Eclipse TS-100). 

4.4 PŘÍPRAVA MIKROSOMÁLNÍCH FRAKCÍ S REKOMBINATNÍMI SDR ENZYMY 

4.4.1 PŘÍPRAVA MIKROSOMÁLNÍCH FRAKCÍ 

Suspenzní Sf9 kultury připravené dle postupu uvedeném v bodě 4.3.7 byly po ukončení inkubace stočeny (10 min, 

3 000g, 4°C), pelety byly omyty 1/2 vstupního objemu kultury 0,1M draselno-fosfátovým pufrem pH 7,5 a opět stočeny 

(10 min, 3 000g, 4°C). Buňky byly lyzovány pomocí vychlazeného lyzačního pufru (výsledné složení po optimalizaci: 

0,1M draselno-fosfátový pufr; 250mM sacharosa; 50mM KCl; 1,1mM EDTA (pH 8,00); 0,5mM DTT; 0,5mM PMSF; 0,5mM 

AEBSF; koktejl inhibitorů proteas 1:1 000) 30 ml/peleta, 15 min na ledě a stočeny 10 min, 3 000g, 4°C. Pelety byly 

resuspendovány 1/50 lyzačního pufru a sonikovány 25 s, pulzy 49 W (Sonoplus HD 2070). Homogenáty byly 

centrifugovány při 12 000g, 20 min, 4°C. Supernatanty byly ultracentrifugovány 1 hod při 185 000g, 4°C (Sorvall, rotor 

TST 60.4). Pelety byly resuspendovány v resuspendačním pufru (0,1M draselno-fosfátový pufr; 50mM KCl; 

1,1mM EDTA; 0,5mM DTT; 0,5mM PMSF; 0,5mM AEBSF; 20% glycerol). 
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4.4.2 OVĚŘENÍ PŘÍTOMNOSTI REKOMBINANTNÍCH SDR ENZYMŮ V MIKROSOMÁLNÍCH FRAKCÍCH 

Pro ověření přítomnosti rekombinantních SDR enzymů v mikrosomálních frakcích byla provedena SDS 

elektroforéza a následně imunodetekce s využitím metody Western blot. 

SDS-elektroforéza 

Mikrosomální frakce byly analyzovány na 0,75 mm gelu SDS-polyakrylamidové elektroforézy (PAGE), složení viz 

Tabulka 19. Bylo použito provedení Tris-glycinového SDS gelu. Vzorky (2 µl mikrosomální frakce) byly smíchány 

s 5x koncentrovaným vzorkovým pufrem (250 mM Tris-HCl pH 6,8; 0,5M Tris-HCl pH 6,8; 30% glycerol; 10% SDS; 

0,02% bromfenolová modř; 5% 2-merkaptoethanol) v poměru 1:4, doplněny 0,1M draselno-fosfátovým pufrem pH 7,5 

na objem 20 µl a zahřáty 3 min na 95°C. Složení elektrodového pufru bylo: 250mM Tris-HCl pH 8,3, 200mM glycin, 0,1% 

SDS. Separace probíhala při 100 V v zaostřovacím gelu a při 200 V v separačním gelu (Mini Protean Tetra Cell systém, 

Bio-Rad). 

Tabulka 19 - Složení gelu na SDS-PAGE elektroforézu; APS = persíran amonný; TEMED = 1,2-bis(dimethylamino)etan. 

Zásobní roztoky 
Objem (zaostřovací/separační 

gel) na 0,75 mm gel 

Zaostřovací gel 

finální konc. 

Separační gel 

finální konc. 

30% akrylamid 
250,00 μl/2,10 ml 

4 % 12,5 % 

0,8% bis-akrylamid 0,1 % 0,33 % 

0,5 MTris-HCl pH 6,8 625/0,00 μl 127 mM  

1,5 MTris-HCl pH 8,8 0/1,25 ml  375 mM 

10% SDS 25,00/50,00 μl 0,1 % 0,1 % 

10% APS 15,00/29,00 μl 0,06 % 0,06 % 

TEMED 1,25/2,00 μl 0,04 % 0,04 % 

H2O 1,56/1,60 ml   

Imunodetekce 

Detekce rekombinantních SDR proteinů byla provedena po separaci vzorků na SDS-PAGE, imunochemickým 

značením po Western blotu (WB). Gel se separovanými vzorky a nitrocelulózová membrána (0,45 μm) byly pro metodu 

semi-dry blotování ekvilibrovány v anodovém pufru II (15 min), filtrační papíry pro vytvoření elektrochemického 

gradientu byly ekvilibrovány 15 min v anodovém pufru I, II a v katodovém pufru (složení viz str. 48). Blotování 

probíhalo 20 min při konstantním napětí 25 V a limitním proudu 1 A (dle protokolu Trans-Blot Turbo, Bio-Rad). 

Nitrocelulózová membrána byla po omytí PBS-T pufrem (3x 10 min) blokována 90 min v blokovacím mléce (5% (w/v) 

Blotting Grade Blocker v PBS-T pufru). Pro imunodetekci byla použita primární králičí polyklonální protilátka proti 

FLAG-oktapeptidu 1:16 000 (Sigma-Aldrich; inkubace s primární protilátkou 16 h) a sekundární prasečí polyklonální 

protilátka proti králičí 1:2 000 (Dako; inkubace se sekundární protilátkou 90 min) konjugovaná s křenovou 

peroxidasou. K detekci byl použit chemiluminiscenční systém Amersham ECL Prime Western blotting (GE Healthcare, 

postup dle protokolu výrobce). Chemiluminiscence byla zaznamenána na fotografický film. 
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4.4.3 STANOVENÍ KONCENTRACE PROTEINŮ 

Celková koncentrace proteinů v mikrosomálních frakcích byla stanovována metodou BCA (stanovení s kyselinou 

bicinchoninovou) pomocí komerčně dostupného kitu (BCA kit, Sigma-Aldrich, postup stanovení dle doporučení 

výrobce). Koncentrace proteinů byla měřena spektrofotometricky na přístroji Tecan Infinite M200 při vlnové délce 

592 nm, pro kalibrační křivku byl použit standard BSA (200 – 1000 μg/ml). 

4.5 MEMBRÁNOVÁ TOPOLOGIE VYBRANÝCH SDR ENZYMŮ 

K určení topologie byla použita kombinace metod alkalické extrakce a extrakce detergentem, inkubace 

s proteasou K , endoglykosidasou H a PNGasou F. Jako referenční enzym byla použita 11β-HSD1, jako negativní kontrola 

byla použita mikrosomální frakce Sf9 buněk infikovaných virem nesoucím sekvenci pro zelený fluorescenční protein 

(GFP). 

4.5.1 EXTRAKCE NaCO3 A TRITONEM X-100 

Pro určení zda je konkrétní membránový protein periferní nebo integrální byla použita metoda extrakce 

v alkalickém prostředí Na2CO3 či v prostředí detergentu Tritonu X-100. Sf9 mikrosomy s exprimovaným konkrétním 

proteinem (10 μg) byly inkubovány se 100 μl alkalického roztoku (0,1M Na2CO3 (pH 11,5), 25mM CH3COOK) nebo 

100 μl 1% Tritonu X-100 v 0,1M sodno-fosfátovém pufru pH 7,5 30 min na ledě. Poté byly vzorky centrifugovány 1 hod 

při 185 000g, 4°C (Sorvall, rotor TST 60.4). Pelety byly rozpuštěny ve 20 μl SDS-PAGE vzorkového pufru (viz bod 4.4.2), 

supernatanty byly precipitovány v poměru 1:1 ledově vychlazenou 72% trichloroctovou kyselinou 30 min na ledě 

a následně centrifugovány 7 min, 12 000g. Výsledné pelety byly 2x omyty ledově vychlazeným acetonem, vysušeny 

a rozpuštěny ve 20 μl SDS-PAGE vzorkového pufru (Belyaeva et al., 2003a; Clark & Waterman, 1991; Chetyrkin et al., 

2001a; Lapshina et al., 2003). Vzorky byly analyzovány pomocí SDS-PAGE elektroforézy a WB (bod 4.4.2), pro 

imunodetekci byla použita dvojice vzájemně kompatibilních primárních a sekundárních protilátek (použité protilátky 

jsou uvedeny v Tabulce 20, postup detekce dle bodu 4.4.2). 

Tabulka 20 - Polyklonální protilátky použité pro imunodetekci cílových proteinů.  

Protilátka Koncentrace 

F7425 Králičí polyklonální protilátka proti FLAG-tagu 1:16 000 

P0217 Prasečí polyklonální protilátka proti králičím protilátkám 1:2 000 

ab698348 Myší polyklonální protilátka proti DHRS7 1:2 000 

ab6789  Kozí polyklonální sekundární protilátka proti myším protilátkám 1:5 000 
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4.5.2 INKUBACE MIKROSOMÁLNÍCH FRAKCÍ S PROTEINASOU K 

K posouzení orientace polypeptidového řetězce konkrétního integrálního proteinu do lumen ER nebo do cytosolu, 

byly Sf9 mikrosomy s indukovanou expresí cílového proteinu inkubovány s proteinasou K ve vodném prostředí 

a v prostředí s detergentem(Belyaeva et al., 2003b; Lapshina et al., 2003). Sf9 mikrosomy s cílovým proteinem, které 

byly připraveny pro tuto metodu v resuspendačním pufru bez AEBSF, byly zředěny 0,1M draselno-fosfátovém pufru 

pH 7,5 do finální koncentrace 1 mg/ml a 3mg/ml a inkubovány s proteinasou K 1 hod při 37°C s nebo bez 

1% Tritonu X-100. Poměry proteinasy K a mikrosomu byly 1:10 a 1:30 (μg/μg). Reakce byly zastaveny přídavkem PMSF 

(finální koncentrace 5mM). Vyhodnocení bylo provedeno pomocí SDS-PAGE elektroforézy a imunodetekcí WB (viz 

body 4.4.2 a 4.5.1). 

4.5.3 INKUBACE ENDOGLYKOSIDASOU H A PNGASOU F 

Další metodou k posouzení orientace polypetidového řetězce integrálních proteinů byla inkubace 

s endoglykosidasou H a PNGasou F (Lapshina et al., 2003). Sf9 mikrosomální frakce s overexprimovanými proteiny 

(10 μg) byly denaturovány teplem (10 min, 95°C) a poté 16 hod inkubovány s endoglykosidasou H (10 U) nebo PNGasou 

F (50 U), finální objem reakčních směsí 20 μl, v odpovídajících pufrech dle pokynů výrobce (G5 pufr dodávaný společně 

s endoglykosidasou H; G7 pufr a 10% NP40 dodávaný s PNGasou F, vše NEB). Reakce byly ukončeny přidáním 

SDS-PAGE vzorkového pufru a varem (3 min, 95°C). Analýza vzorků byla provedena SDS-PAGE elektroforézou 

a imunodetekcí WB (viz body 4.4.2 a 4.5.1). 

4.6 PURIFIKACE A REKONSTITUCE LIDSKÉ DHRS7 

4.6.1 EXTRAKCE DHRS7 POMOCÍ DETERGENTŮ 

K extrakci membránově vázané DHRS7 bylo použito 100 μl frakce o koncentraci bílkoviny 15 mg/ml smíchané 

s 500 μl pufru A. Testovány byly 4 různé detergenty (oktaethylenglykolmonododecylether - C12E8, 

n-dodecyl β-D-maltosid - DDM, Igepal CA-630 a digitonin) ve finálních koncentracích 0,1%, 0,5% a 1% (w/v). Vzorky 

se promíchávaly 45 min při 4°C a poté byly 60 min centrifugovány při 105 000 g, 4°C. Supernatant se solubilizovaným 

proteinem byl analyzován Western blotem s následnou imunodetekcí pomocí anti-FLAG protilátky (viz 4.4.2, 4.5.1). 

4.6.2 PURIFIKACE DHRS7 

Solubilizovaná DHRS7 byla po přidání 30 mM imidazolu purifikována pomocí nízkotlakého LC systému na 1 ml 

HisTrap FF koloně (GE Life Sciences, USA) na přístroji ÄKTA-purifier. Vzorek nanesený na kolonu byl postupně promyt 

5 ml pufru B a 5 ml pufru C. Čistá DHRS7 byla eluována 3 ml pufru D. „Flow-through“ a DHRS7 frakce byly analyzovány 

pomocí SDS-PAGE elektroforézy s následnou imunodetekcí specifickou protilátkou anti-FLAG (viz 4.4.2). 

4.6.3 REKONSTITUCE PURIFIKOVANÉ DHRS7 DO LIPOSOMŮ 

Pro rekonstituci DHRS7 byla použita směs fosfolipidů ve složení: 40,9 % dipalmitoyl fosfatidylcholin (DPPC), 16,7 % 

1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (DOPC), 36,5 % ethylenbis(difenylfosfin) (DPPE) a 5,9 % 

1,2-di-(9Z-oktadecenoyl)-sn-glycero-3-fosfo-L-serin (DOPS). Fosfolipidy byly nejprve rozpuštěny v chloroformu, 
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přeneseny do hnědé vialky, odpařeny a poté rozpuštěny v pufru A. Příprava unilamenárních fosfolipidů trvala 60 min 

při 67°C, následně směs byla 21krát protlačena miniextruderem s 0,1 µm membránou (67°C). Vzniklé liposomy byly 

ihned použity pro rekonstituci proteinu. 

Solubilizovaný a následně purifikovaný protein byl smíchán s liposomy v poměru 1:5 a 1:25 (w/w) 2 hod při 4°C. 

Poté byl pomocí Bio-Beads SM-2 odstraněn detergent (v poměru 1:80 detergent/částice). Částice s detergentem byly 

odstraněny centrifukaci při 150 000 g, 60 min, 4°C. Peleta s rekonstituovaným proteinem byla resuspendována v 1 ml 

pufru A. 

4.7 STANOVENÍ ENZYMOVÝCH AKTIVIT U VYBRANÝCH MEMBRÁNOVĚ VÁZANÝCH SDR PROTEINŮ 

Redukční enzymová aktivita vybraných membránově vázaných SDR zástupců byla testována vůči některým 

eobiotickým a xenobiotickými substrátů s karbonylovou skupinou. Pro screening substrátů s karbonylovou skupinou 

byla použita spektrofotometrická metoda, pro stanovení aktivit mikrosomálních frakcí s vybranými 

overexprimovanými SDR enzymy vůči oracinu, NNK, bupropionu (pouze 11β-HSD1), daunorubicinu, doxorubicinu, 

idarubicinu a retinalu (pouze DHRS7) byly použity HPLC metody pro stanovení metabolitů. Všechna stanovení 

probíhala ve formě triplikátů a příslušnou kontrolou. 

4.7.1 SPEKTROFOTOMETRICKÝ SCREENING SUBSTRÁTŮ 

Katalytická aktivita vybraných membránově vázaných SDR enzymů (DHRS7) vůči některým karbonylovým 

substrátům (Tabulka 21) byla stanovena na základě spektrofotometrického měření přírůstku nebo úbytku koncentrace 

nikotinamidového kofaktoru NAD(P)(H) při vlnové délce 340 nm (Tecan Infinite M200). Aktivita byla hodnocena po 

30s preinkubaci během 10 min inkubace při 37°C. Inkubace mikrosomální frakce s overexprimovaným SDR enzymem 

(15 μg) byly startovány přidáním substrátů ve finálních koncentracích 125 – 250μM (Tabulka 21), 200 μM kofaktoru – 

NADPH/NADH pro redukční směr, NADP+/NAD+ pro oxidační směr (pro kortisol, estradiol, testosteron, 

4-nitrobenzalkohol). Reakce ve finálním objemu 100 μl probíhaly v 0,1M sodno-fosfátovém pufru. Jako kontrola byla 

použita Sf9 mikrosomální frakce s indukovanou expresí GFP (negativní kontrola) a 11β-HSD1 (pozitivní kontrola). 

Specifické aktivity byly stanoveny pomocí molárního extenčního koeficientu pro NADH a NADPH 6 220 M-1×cm-1 a byly 

vyjádřeny jako nmol×mg-1×min-1. 

4.7.2 SPEKTROFOTOMETRICKÉ STANOVENÍ PREFERENCE KOFAKTORU DHRS7 

Pro určení preference kofaktoru pro DHRS7 byla vybrána dvojice substrátů: 4-nitrobenzaldehyd 

a 4-nitrobenzalkohol ve finální koncentraci 250 μM. DHRS7 byla testována ve finálních koncentracích kofaktorů 

10 – 250 μM pro NADPH/NADH a 100 – 800 μM pro NADP+/NAD+. Měření probíhalo spektrofotometricky (viz 4.7.1), 

kinetické parametry byly vyhodnoceny pomocí GraphPad Prism 6.0 softwaru (nelineární regrese). 
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Tabulka 21 - Vybrané substráty s karbonylovou skupinou pro spektrofotometrické měření redukční aktivity s NADH/NADPH. Pro stanovení 
oxidační aktivity s NAD+/NADP+ byly použity alkoholové analogy vybraných substrátů; EtOH=ethanol. Finální koncentrace EtOH v inkubační směsi 
(100 μl) byla ≤4,8 %, v případě DMSO ≤5 %. 

Substrát Rozpouštědlo 

Koncentrace 

zásobního roztoku 

(mM) 

Finální koncentrace 

substrátu v reakci 

(μM) 

1,2-naftochinon EtOH 5 250 

4-nitrobenzaldehyd DMSO 5 250 

4-nitrobenzalkohol EtOH 5 250 

9,10-fenantrenchinon DMSO 2,5 125 

A-dion EtOH 2,5 125 

benzil EtOH 5 250 

estradiol EtOH 2,5 125 

estron EtOH 2,5 125 

hexan-3,4-dion H2O 5 250 

isatin EtOH 2,5 125 

kortisol 
EtOH:H2O 

(80:20) 
8 200 

kortison 
EtOH:H2O 

(80:20) 
2,5 125 

metyrapon EtOH 5 250 

NNK H2O 5 250 

oxkarbazepin 
DMSO:H2O 

(1:7) 
5 250 

p-benzochinon H2O 5 250 

testosteron EtOH 6 120 

4.7.3 PŘÍPRAVA VZORKŮ PRO HPLC STANOVENÍ REDUKČNÍCH METABOLITŮ 

Pro stanovení redukční enzymové aktivity vůči oracinu, NNK, bupropionu, antracyklinům (daunorubicinu, 

doxorubicinu, idarubicinu) a retinalu (koncentrace zásobních roztoků a finální koncentrace viz Tabulka 22) byly 

subcelulární frakce či purifikované rekombinantní cytosolické enzymy (viz Tabulka 23) inkubovány s příslušnými 

substráty a NADPH-generačním systémem. Složení směsi ve finálním objemu 100 μl bylo pro standardní inkubaci 

v 1,5ml mikrozkumavkách typu Eppendorf (v případě inkubace s retinalem byly použity světlo nepropouštějící 

mikrozkumavky): biologický vzorek dle Tabulky 23 (proteinová frakce byla upravena na finální objem 20 μl), 20 μl 

NADPH-generačního systému (13mM NADP+, 96mM glukosa-6-fosfát, 3,5 U glukosa-6-fosfátdehydrogenasa, 

50mM MgCl2, 0,1M sodno-fosfátový pufr pH 7,4) a 0,1M sodno-fosfátový pufr tak, aby celkový objem po přidání 

substrátu byl 100 μl. Reakce byly startovány po 5 min preikubaci při 37°C přidáním substrátu. Po 30 min inkubace 

(37°C) byly reakce zastaveny přidáním 40 μl 25% NH4OH a inkubační směs byla ochlazena na 0°C. Metabolity byly 
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extrahovány do 1 ml ethylacetátu 15 min při intenzivním třepání (v případě inkubace s retinalem byla extrakce 

opakována 3x). Po centrifugaci byly odebrány organické supernatanty, které byly odpařeny pod vakuem při teplotě 

30°C. Odparky byly následně rozpuštěny ve 250 – 300 μl příslušné HPLC mobilní fáze (dle použité metody viz 4.7.4). 

Kontrolní inkubace byly provedeny jednak bez biologického materiálu (pro zjištění neenzymatické přeměny), jednak 

s mikrosomální frakcí s indukovanou expresí GFP proteinu (negativní kontrola). 

Tabulka 22 - Koncentrace substrátů pro HPLC analýzy - koncentrace zásobních roztoků a finální koncentrace substrátů v reakčních směsích. 
MeOH = methanol. 

Substrát 
Konc.zásobních roztoků 

(rozpouštědlo) 

Finální konc. 

substrátu v reakční 

směsi (μM) 

Finální konc. 

rozpouštědla 

v reakční směsi 

oracin 5 mM (H2O) 500  

NNK 100 mM (H2O) 250 – 7 500  

bupropion 5 mM (H2O) 50 – 70  

antracykliny 10 mM (H2O) 100 – 1000  

retinal 350 μM (50% MeOH s 1,75mM BSA) 30 1,5 % MeOH 

Tabulka 23 – HPLC analýza testovaných biologických vzorků- celkové množství proteinu v inkubační směsi. 

Testovaný vzorek Množství proteinu/reakce (μg) 

Sf9 mikrosomální frakce 

s overexprimovanými SDR enzymy 
20 

lidské jaterní mikrosomy 40 

lidský jaterní cytosol 80 

lidské jaterní mitochondrie 80 

čisté rekombinantní cytosolické enzymy z nadrodiny 

AKR 
4 

neznámá lidská jaterní purifikovaná frakce 
0,02 (u antracyklinů) 

0,004 (u NNK) 

 

4.7.4 HPLC PODMÍNKY PRO STANOVENÍ METABOLITŮ XENOBIOTIK 

4.7.4.1 Metabolity oracinu 

Množství vzniklého redukovaného metabolitu 11-dihydrooracinu bylo analyzováno metodou podle Wsól et al., 1996 

– kolona BDS Hypersil C18 250x4 mm, 5 μm (Thermo Electron Corporation); mobilní fáze: 10mM hexansulfonanový 

pufr s 0,04mM triethylaminem (pH 3,27) a acetonitril v poměru 25:75 (v/v); průtok 1,5ml/min; fluorescenční detekce 

excitace/emise: 340/418 nm. 

4.7.4.2 Metabolity NNK 

Redukční metabolit NNK 4-methylnitrosoamin-1-(3-pyridyl)-butan-1-ol (NNAL) byl analyzován nově zavedenou 

metodou podle Skarydova et al., 2013 – kolona BDS Hypersil C18 250x4 mm, 5 μm (Thermo Electron Corporation); 
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mobilní fáze: 10mM sodno-fosfátový pufr (pH 7,4) a acetonitril v průměru 90:10 (v/v); průtok 1,7 ml/min; 35°C; UV 

detekce při 230 nm. 

4.7.4.3 Metabolity doxorubicinu, daunorubcinu, idarubicinu 

Redukované metabolity antracyklinů doxorubicinol, daunorubicinol a idarubicinol byly analyzovány využitím 

metody podle Skarka et al., 2011 – kolona Discovery C18, 150x4 mm, 5 μm s chránící předkolonou; mobilní fáze A 

(0,1% kyselina mravenčí v ultradestilované vodě), mobilní fáze B (0,1% kyselina mravenčí v acetonitrilu); gradient 

s počáteční koncentrací 24 % mobilní fáze B s postupným zvyšováním mobilní fáze B o 0,86 %/min po dobu 7 min 

a poté o 4 %/min; fluorescenční detekce excitace/emise : 480/555 nm. 

4.7.4.4 Metabolity bupropionu 

Metabolity bupropionu – redukční threohydrobupropion a erythrohydrobuproion; oxidační hydroxybupropion byly 

analyzovány na koloně Waters Symmetry (100x4,6 mm; 5 μm); mobilní fáze: 20mM sodno-fosfátový pufr pH 5,45 

(upraveno pomocí triethylaminu) a acetontril v poměr 80:20 (v/v); průtok 1,2 ml/min; 45°C; UV detekce při 214 nm 

(Skarydova et al., 2013a). Tato metoda byla na pracoviště nově zavedena. 

4.7.4.5 Metabolity retinalu 

Množství samotného retinalu a jeho redukovaného metabolitu retinolu bylo stanoveno novou HPLC metodou 

upravenou dle Krcmová et al., 2009 a Melichar et al., 2010 za využití monolitické kolony s reverzní fází Chromolith 

Perfomance RP-18e (100x4,6 mm). Mobilní fáze byla složena ze směsi 1% octanu sodného a acetonitrilu 10:90 (v/v); 

průtok 2,5 ml/min, 20 °C, UV detekce retinolu při 325 nm, retinalu při 383 nm. 

4.7.5 STANOVENÍ ENZYMOVÉ AKTIVITY VŮČI NNK POMOCÍ UHPLC ANALÝZY 

4.7.5.1 Příprava vzorků pro UHPLC analýzu 

Vzorky s enzymy byly připravovány dle postupu 4.7.3. Díky UHPLC analýze redukčních metabolitů NNK bylo možné 

snížit množství proteinu v inkubační směsi – 12,5 μg Sf9 mikrosomů s indukovanou expresí cílového enzymu (1μl), 

10 μg solubilizovaného (6 µl) proteinu a 0,4 μg purifikovaného proteinu (3 µl). 

4.7.5.2 UHPLC analýza 

NNK a jeho redukovaný metabolit NNAL byly detekovány na UHPLC systému s kolonou Zorbax C18 Eclipse Plus 

(2,1x50 mm, 1,8 µm). Metoda byla převzata a upravena na potřeby UHPLC dle Skarydova et al., 2013b; isokratická eluce 

1 ml/min 10mM sodno-fosfátovým pufrem, pH 7,4 s acetonitrilem v poměru 90:10, 35°C, UV detekce při 

230 nm/360 nm. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 

5.1 VÝBĚR LIDSKÝCH MEMBRÁNOVĚ VÁZANÝCH SDR ENZYMŮ 

Membránově vázané proteiny představují velice zajímavou skupinu, která se podílí na celé řadě biochemických 

reakcí; od transportu, přes signalizaci po metabolismus a biotransformaci. Ačkoliv tvoří významnou část lidského 

proteomu, řada z nich zůstává charakterizovaná málo nebo vůbec a to díky poměrně náročné manipulaci. Výjimku 

netvoří ani membránově vázané enzymy z nadrodiny SDR. Zástupci této nadrodiny jsou zapojeny do metabolismu řady 

eobiotických i xenobiotických sloučenin. Byla u nich detekována nejen účast na oxidačních reakcích, ale také na 

redukčních dějích, které se u člověka, coby aerobního organismu, dlouhou dobu studovaly ve výrazně menším rozsahu. 

V posledních letech se ale ukazuje, že reakce katalyzované reduktasami z SDR nadrodiny jsou důležité nejen pro řadu 

fyziologických procesů, ale také pro biotransformaci xenobiotik s karbonylovou skupinou. V tomto ohledu zůstává 

11β-HSD1 doposud jediným mikrosomálním SDR enzymem, u kterého bylo popsáno zapojení do metabolismu 

xenobiotik s karbonylovou skupinou. Na základě analýzy metabolických profilů některých xenobiotik s prochirální 

karbonylovou skupinou inkubovaných s celou jaterní mikrosomální frakcí a se samotnou 11β-HSD1 a následným 

porovnáním vzniklých chirálních produktů (Breyer-Pfaff et al., 2004; Skarydová & Wsól, 2012; Skarydová et al., 2010, 

2009) je zřejmé, že se na těchto reakcích podílí i jiné, doposud necharakterizované membránové reduktasy z SDR 

nadrodiny. Cílem této práce bylo takové proteiny připravit v rekombinantní formě a zjistit jejich úlohu v metabolismu 

vybraných sloučenin s karbonylovou skupinou, přičemž pro některé z těchto sloučenin bylo nezbytné zavést na naše 

pracoviště vhodnou analytickou metodu detekování redukovaných metabolitů. U doposud necharakterizovaných 

enzymů s významnou enzymovou aktivitou jsme pak chtěli určit jejich základní biochemické vlastnosti. 

Pro přípravu rekombinantních forem SDR enzymů v expresním systému Sf9 buněk bylo na základě studia databází 

(jako základ byly použity databáze SDR, UniProt, The Human Protein Atlas, viz Tabulka 9 a Tabulka 34) a literatury 

vybráno 30 lidských enzymů, u kterých se předpokládá nebo byla potvrzena membránová lokalizace (Tabulka 9). 

Z tabulky vyplývá, že ve výběru byly zastoupeny všechny významné SDR rodiny (11β-hydroxysteroiddehydrogenasy, 

17β-hydroxysteroiddehydrogenasy, 3β-hydroxysteroiddehydrogenasy, retinoldehydrogenasy, dehydrogenasy/re-

duktasy (SDR rodina)). Většina těchto enzymů, pokud byla charakterizována, tak především z hlediska jejich zapojení 

do metabolismu endogenních látek (steroidních hormonů nebo retinoidů) a do fyziologických pochodů. 

5.2 KLONOVÁNÍ MEMBRÁNOVĚ VÁZANÝCH SDR PROTEINŮ 

5.2.1 PŘÍPRAVA SDR INZERTŮ A VEKTORU pFB-CT10HF-LIC 

Vzhledem k počtu připravovaných SDR klonů (cDNA) se s výhodou použily „high-throughput“ techniky klonování 

s využitím LIC systému (4.3.3) a „touch-down“ PCR reakce (4.3.1). Metoda LIC (princip metody uveden na Obrázku 37 

na straně 10911 v sekci Přílohy) využívá 5‘→3‘ polymerasové a 3‘→5‘ exonukleasové aktivity T4 DNA polymerasy. 

Speciálně upravený vektor pFB-CT10HF-LIC, který je linearizován pomocí jedné restrikční endonukleasy BfuAI, je 

ošetřen T4 DNA polymerasou v přítomnosti pouze jednoho nukleotidu dNTP. Koncové sekvence linearizovaného 

plasmidu jsou dependentní na jeden dNTP, který je přítomný v reakční směsi. V tomto případě převažuje 3‘→5‘ 
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exonukleasová aktivita T4 DNA polymerasy, dokud se enzym nestřetne s nukleotidem, který je jako jediný přítomný 

v reakční směsi. V tomto bodě převáží 5‘→3‘ polymerasová aktivita, která zamezí dalšímu odbourávání. Takto se vytvoří 

dlouhé vzájemně nekomplementární jednořetězcové konce. Stejným způsobem jsou ošetřeny konce vkládané DNA, 

které jsou komplementární ke kohezivním koncům vektoru. Cirkularizace se proto může objevit pouze mezi vkládaným 

fragmentem a vektorem. Vznikající kruhové molekuly už nevyžadují ligační krok (tzn. bez použití DNA ligasy), 

nasednutí komplementárních sekvencí probíhá při laboratorní teplotě. Vzniklé plasmidy se transformují do 

kompetentních E. coli, kde dojde k vytvoření kovalentních vazeb. LIC systém tedy umožnil po navržení jednotlivých 

specifických primerů použít pro všechny SDR inserty jednotné reakční podmínky pro amplifikaci cílových DNA 

fragmentů a zároveň zjednodušil přípravu kohezních konců pro ligaci do transferového vektoru pFB-CT10HF-LIC 

(Aslanidis & de Jong, 1990; Tachibana et al., 2009). 

Metoda „touch-down“ PCR pak postupným snižováním teploty pro hybridizaci primerů eliminovala rozdíly v teplotě 

tání (TM) jednotlivých primerů. Výtěžky PCR reakce se jednak zpřesnily (snížení vzniku nesprávných hybridů) a jednak 

zvýšily. Navíc navržený postup umožnil provedení PCR reakce ve formátu 96 jamkových destiček, což celý proces 

urychlilo. Vznik fragmentů o správné délce byl potvrzen pomocí agarosové elektroforézy s ethidium bromidem 

(Obrázek 14). Během úvodní amplifikace se podařilo připravit 18 cílových DNA fragmentů, se kterými bylo možné 

ihned pokračovat. U zbylých 13 bylo nutné upravit reakční podmínky amplifikace. Do reakce bylo ve vybraných 

případech přidáno menší množství templátové DNA neboť množství DNA nad 200 ng/reakce může samotnou 

amplifikaci inhibovat. Pro snížení TM primerů bohatých na přítomnost GC byl přidán PCRx Enhancer Solution 

(Invitrogen) a byla prodloužena doba elongace. Použitý vektor pFB-CT10HF-LIC umožňuje nejen provedení 

„high-throughput“ klonování LIC, ale také využití metody BEVS. Navíc nese His10- a FLAG-tag sekvence (pro 

purifikaci/imunodetekci proteinu) na C-konci rekombinantního proteinu. Díku tomu nebyla ovlivněna signální 

sekvence na N-konci polypeptidového řetězce, která je nezbytná pro zacílení proteinu do membrány. 

Pro otevření vektoru pFB-CT10HF-LIC a expozici jeho LIC sekvencí byla použita BfuAI restrikční endonukleasa 

(4.3.2). Díky tomu došlo k odstranění SacB kazety, což umožnilo negativní selekci růstu zaligovaných konstruktů na 

Petriho misce s 5% sacharózou. SacB gen kóduje secernovanou levansacharasu, enzym katalyzující hydrolýzu 

sacharózy přítomné v růstovém médiu za vzniku toxických levanů, které způsobují usmrcení buněk E. coli. Na 

Obrázku 15 je potvrzena linearizace vektoru za vzniku fragmentu o velikosti ∼ 2 kb (odstraněná sekvence SacB), 

samotná velikost otevřeného vektoru byla ∼ 5 kb. 
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Obrázek 14 - Výsledky amplifikace cílových SDR genů; MM = GeneRuler 1 kb DNA marker. 

 

 

Obrázek 15 - Otevřený pFB-CT10HF-LIC vektor s odstraněnou kazetou SacB; MM = GeneRuler 1 kb DNA marker. 
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5.2.2 POTVRZENÍ LIGACE SDR INSERTŮ 

Úspěšnost ligace cílových DNA insertů do transformačního vektoru pFB-CT10HF-LIC (konstrukty transformovány 

do E. coli kmen XL1-blue, růst v selekčním prostředí antibiotik a sacharosy) byla ověřena metodou PCR (v tripletech) 

pomocí sekvenačních primerů (kapitola 4.3.4, výsledky PCR analýzy jsou zobrazeny na Obrázku 16). Primery jsou 

specifické pro vektor, proto byly výsledné fragmenty analyzované na agarosovém gelu přibližně o 240 bp větší než 

samotné konstrukty. Díky selekčnímu tlaku prostředí bylo zabráněno růstu netransformovaných E. coli nebo buněk 

transformovaných prázdným plasmidem se SacB kazetou. 

 

 

 

Obrázek 16 – Výsledek testování kolonií buněk E. coli na přítomnost plasmidů s cílovými SDR inserty. Díky selekčnímu prostředí antibiotik a 
sacharosy byl znemožněn růst jak netransformovaných E. coli, tak buněk transformovaných prázdným pFB-CT10HF-LIC vektorem. MM = GeneRuler 
1 kb DNA marker. 
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5.2.3 PŘÍPRAVA BAKMIDŮ SE SEKVENCEMI SDR 

Pro expresi rekombinantních SDR enzymů byl vybrán eukaryotní expresní systém založený na infikování hmyzí 

buněčné linie Sf9 rekombinantními bakuloviry (BEVS systém). Ten poskytuje několik výhod oproti jiným běžně 

používaným eukaryontním systémům, jako jsou kvasinky nebo savčí linie. Hlavní výhodou je možnost produkce 

velkého množství cílových rekombinantních proteinů v poměrně krátkém časovém úseku, což je umožněno jejich 

schopností se adaptovat na podmínky suspenzních kultur (specifické pro expresi proteinů v prokaryotickém systému 

např. E. coli). Navíc proteiny jsou postranslačně modifikovány podobným způsobem jako v savčích buňkách. Bakuloviry 

mají značně omezené množství hostitelů, pro savčí a rostlinné buňky jsou nepatogenní, takže s jejich manipulováním 

není spojeno velké riziko v porovnání s transfekcí savčích buněčných linií. 

Pro transpozici a vytvoření rekombinantních bakmidů byly použity plasmidy pFB-CT10HF-LIC s potvrzeným SDR 

insertem (4.3.5). K transpozici dochází mezi mini-Tn7 elementem donorové plasmidu a mini-attTn7 sekvencí bakmidu, 

který je přítomen v DH10Bac buňkách. Tyto buňky obsahují bakulovirový přenašečový vektor bMON14272 (136 kb) 

s mini F-replikonem, rezistencí na kanamycin, DNA sekvencí pro LacZα peptid a bakteriální transposon Tn7 

(mini-attTn7). Rekombinantní bakmid vzniká transpozicí mini-Tn7 elementu z pFB-CT10HF-LIC (donorový plasmid) 

do mini-attTn7 sekvence bakmidu. Pro transpozici je nezbytná také přítomnost pomocného plasmidu pMON7124 

(13,2 kb), který kóduje transponasy a uděluje DH10Bac buňkám rezistenci na tetracyklin. Z pozitivních (bílých) kolonií 

DH10Bac buněk, které vyrostly v přítomnosti antibiotik (gentamycin, kanamycin, tetracyklin) a v podmínkách modro-

bílé selekce, byly izolovány rekombinantní bakmidy. V tomto případě byl použit k modro-bílé selekci Bluo-gal, který 

způsobuje tmavší zabervení negativních kolonií v porovnání s běžnějším X-galem a ulehčuje tak výběr pozitivních 

klonů. Ověření přítomnosti insertů opět proběhlo pomocí specifických primerů PCR metodou a následně agarosovou 

elektroforézou s ethidium bromidem (4.3.5; ilustrační Obrázek 17). Velikost samotného bakmidu bMON14272 je 

∼ 300 bp, rekombinantní bakmid pak má ∼2 300 bp + velikost insertu (∼3 300 -3 500 bp). Přečištěné rekombinantní 

bakmidy byly použity pro vytvoření bakuloviru v Sf9 buněčné linii pomocí Nanofectin kitu, který obsahuje nanočástice 

s pozitivně nabitým polymerem schopným vázat DNA. Do stádia hotových rekombinantních bakmidů se podařilo 

připravit 21 SDR enzymů (Tabulka 24). 

 

Obrázek 17 – Potvrzení přítomnosti cílového klonu v bakmidech PCR metodou; 1% agarosový gel (v TBE pufru, 0,7 μg/ml EtBr), MM = GeneRuler 1 
kb DNA marker. 
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Tabulka 24 – Shrnutí výsledků přípravy rekombinantních proteinů z SDR nadrodiny. 

Označení 

enzymu 

SDR 

označení 

Označení 

genu 

Amplifikace 

vstupního 

klonu 

Ligace 

do 

pFB 

Rekomb. 

bakmid 

Rekomb. 

enzym 

RDH11 SDR7C1 RDH11 + + + + 

RDH12 SDR7C2 RDH12 + + + + 

RDH14 SDR7C4 RDH14 - - - - 

DHRSX SDR7C6 DHRSX - - - - 

17β-HSD2 SDR9C2 HSD17B2 + + + - 

11β-HSD2 SDR9C3 HSD11B2 - - - - 

RDH5 SDR9C5 RDH5 + + + - 

RDH16 SDR9C8 RODH4 + + + + 

FAR1 SDR10E1 MLSTD2 - - - - 

FAR2 SDR10E2 MLSTD1 + + + + 

3β-HSD1 SDR11E1 HSD3B1 + + + + 

3β-HSD2 SDR11E2 HSD3B2 + + + + 

3β-HSD7 SDR11E3 HSD3B7 + + + - 

17β-HSD12 SDR12C1 HSD17B12 + + + - 

17β-HSD3 SDR12C2 HSD17B3 + + + + 

HSDL2 SDR13C1 SDHL + + + - 

DHRS3 SDR16C1 DHRS3 + + + + 

DHRS8 SDR16C2 RETSDR2 + + + + 

RDH10 SDR16C4 RDH10 - - - - 

RDHE2 SDR16C5 RDHE2 + + + + 

DHRS1 SDR19C1 DHRS1 + - - - 

11β-HSD1 SDR26C1 HSD11B1 + + + + 

17β-HSD8 SDR30C1 HSD17B8 + + - - 

NSDHL SDR31E1 NSDHL + + + + 

DHRS7B SDR32C1 DKFZORFA + + - - 

DHRS7 SDR34C1 RETSDR4 + + + + 

FVT1 SDR35C1 FVT1 + + + + 

17β-HSD7 SDR37C1 HSD17B7 + + + + 

DHRS12 SDR40C1 DHRS12 + + + + 

SDR42E1 SDR42E1 NSDLL + - - - 

5.2.4 EXPRESE REKOMBINANTNÍCH SDR ENZYMŮ V Sf9 BUNĚČNÉ LINII 

Rekombinantní bakmidy byly použity pro vytvoření bakuloviru a následné infikování Sf9 buněčné linie, ve které 

docházelo jednak k amplifikaci viru nesoucí DNA pro daný SDR enzym a jednak k expresi rekombinantního enzymu 

(4.3.6 a 4.3.9). Vzhledem k tomu, že všechny inserty obsahovaly na C-konci FLAG-oktapeptid, bylo k potvrzení exprese 

s výhodou využito specifické primární anti-FLAG protilátky a sekundární fluorescenčně značené protilátky (4.3.9). 

Exprese rekombinantních proteinů byla detekována ve fixovaných buňkách pomocí epifluorescenčního mikroskopu 

(exprese byla analyzována u všech připravených rekombinantních SDR proteinů s podobným výsledkem, viz ilustrační 

Obrázek 18). Celkem se podařilo připravit 16 rekombinantních enzymů (Tabulka 25). 
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Obrázek 18 – Ilustrační obrázek imunodetekce exprese rekombinantních SDR proteinů A: Sf9 buňky infikované P1 virem nesoucím sekvenci pro 
3β-HSD2; B: Infikované Sf9 buňky – jádra obarvená DAPI (modré); C: 3β-HSD2 (zelené) značená pomocí primární králičí protilátky proti 
FLAG-oktapeptidu a sekundární fluorescenčně značené oslí protilátky proti králičí (Alexa Fluor488, Ex/Em 495/519 nm); D: Výsledné hodnocení 
exprese 3β-HSD2 v Sf9 buňkách. 

Po potvrzení exprese rekombinantních SDR enzymů v adherentní Sf9 buněčné linii byly P1 virální roztoky použity 

k infikování suspenzní Sf9 kultury, která poskytuje vyšší výtěžky rekombinantního proteinu. Ze suspenzní kultury byly 

následně připraveny mikrosomální frakce dle postupu 4.4.1, v těch byla potvrzena přítomnost cílového proteinu (4.4.2) 

pomocí SDS-PAGE elektroforézy a následné imunodetekce metodou western blot (primární králičí protilátka proti 

FLAG-tag a sekundární prasečí protilátka proti králičí). 
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Tabulka 25 - Seznam připravených rekombinantních SDR enzymů. 

Označení 

enzymu 

SDR 

označení 

Označení 

genu 

RDH11 SDR7C1 RDH11 

RDH12 SDR7C2 RDH12 

RDH16 SDR9C8 RODH4 

FAR2 SDR10E2 MLSTD1 

3β-HSD1 SDR11E1 HSD3B1 

3β-HSD2 SDR11E2 HSD3B2 

17β-HSD3 SDR12C2 HSD17B3 

DHRS3 SDR16C1 DHRS3 

DHRS8 SDR16C2 RETSDR2 

RDHE2 SDR16C5 RDHE2 

11β-HSD1 SDR26C1 HSD11B1 

NSDHL SDR31E1 NSDHL 

DHRS7 SDR34C1 RETSDR4 

FVT1 SDR35C1 FVT1 

17β-HSD7 SDR37C1 HSD17B7 

DHRS12 SDR40C1 DHRS12 

Některé z těchto enzymů byly zmíněny již v teoretické části. Například enzymy ze skupiny retinoldehydrogenas byly 

doposud studovány především z hlediska zapojení do metabolismu retinoidů a obnovy zrakového pigmentu v cyklu 

vidění. Nicméně analýza exprese mRNA poukazuje i na jejich přítomnost v mimoočních tkáních např. v játrech 

(Kedishvili, 2013; Kiser et al., 2012), kde jejich role zůstává neobjasněna. 17β-hydroxysteroiddehydrogenasy jsou pak 

známy jako hlavní enzymy metabolismu pohlavních hormonů. Zejména u hormon-dependentních karcinomů prsu, 

ovarií či prostaty představují potenciální terapeutické cíle a hledání specifických netoxických inhibitorů patří mezi 

biomedicínsky velice aktraktivní problematiku. Na druhou stranu byla připravena i řada proteinů, o jejichž enzymové 

aktivitě se toho doposud moc neví. Například enzymy ze skupiny DHRS patří mezi tzv. sirotčí proteiny, o kterých je 

v současné době možno dohledat jen velice málo informací, často jen poznámky o sekvenci genu nebo v rámci 

„high-throughput screeningu“ exprese při některých patologických stavech (především u nádorových onemocnění). 

Z našeho úhlu pohledu byla důlěžitá příprava 11β-HSD1, což je doposud jediný známý mikrosomální enzym, který je 

zapojen do redukčního metabolismu xenobiotik a v tomto případě sloužil jako referenční enzym. 
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5.3 ROLE MIKROSOMÁLNÍCH FRAKCÍ S SDR ENZYMY V METABOLISMU VYBRANÝCH SLOUČENIN 

S KARBONYLOVOU SKUPINOU 

5.3.1 STANOVENÍ AKTIVITY SDR ENZYMŮ VŮČI ORACINU 

Základním impulsem tohoto projektu bylo zjištění, že prochirální modelový substrát oracin je enzymaticky 

redukován na (+)- a (-)-enantiomer dihydrooracin (DHO). Zatímco celá jaterní mikrosomální frakce tvoří 

(+)-DHO/(-)-DHO v poměru 40:60, 11β-HSD1 tvoří (+)-DHO/(-)-DHO v poměru 24:76. Tento rozdíl poukazuje na účast 

dalšího, dosud neznámého mikrosomálního enzymu, který bude preferenčně tvořit (+)-DHO (Wsól et al., 2004). Naší 

pracovní skupině se podařilo z lidské jaterní tkáně purifikovat mikrosomální frakci, která vykazuje vysokou aktivitu 

vůči oracinu i dalším karbonylovým sloučeninám (Skarka et al., 2011; Skarydova et al., 2013b; Skarydová et al., 2009). 

I přes získání výrazně purifikované frakce, která vykazuje vysokou stereospecifitu pro tvorbu (+)-DHO (86 %), se nám 

nepodařilo díky nízké koncentraci proteinu izolovat a identifikovat enzym, který je za katalyzování této redukce 

zodpovědný (Skarka, 2012; Skarydová, 2009a; Skarydová et al., 2009). 

Z tohoto důvodu byl zvolen postup přípravy mikrosomálních enzymů z nadrodiny SDR s cílem najít mezi nimi 

zástupce, který by vykazoval shodné vlastnosti jako purifikovaná frakce z lidských jater a tím tak „neznámou“ reduktasu 

identifikovat. Případně zjištěná aktivita u doposud necharakterizovaných proteinů by byla impulsem pro purifikaci 

daného enzymu a studium základních biochemických vlastností s ohledem na lokalizaci v membráně ER. 

Připravené mikrosomální frakce s rekombinantními lidskými SDR enzymy byly inkubovány s oracinem dle postupu 

4.7.3 a redukovaný metabolit byl detekován pomocí HPLC metody (4.7.4.1). Screening enzymových aktivit byl proveden 

s mikrosomálními frakcemi, jako kontrolní vzorek byla použita mikrosomální frakce s overexprimovaným GFP. Je 

důležité zmínit, že testované mikrosomální frakce byly připraveny „high-throughput“ přístupem, tzn. pro všechny byly 

použité stejné uchovávací podmínky bez optimalizace pro jednotlivé SDR zástupce, což může v některých případech 

vést k potenciálnímu poklesu enzymové aktivity. 

Z testovaných SDR enzymů se, kromě 11β-HSD1, žádný ve větší míře nepodílel na metabolismu oracinu (výsledky 

enzymových aktivit mikrosomálních frakcí s overexprimovanými SDR proteiny viz Obrázek 19). Enzymovou aktivitu 

vykazovala mikrosomální frakce s indokovanou expresí DHRS7, ale aktivita byla tak nízká, že by při chirální analýze 

nebylo možné detekovat příslušné enantiomery. Nicméně vzhledem k tomu, že se jedná o sirotčí enzym, stal se 

kandidátem pro bližší charakterizaci (viz 5.4). 



5 Výsledky a diskuze 

73 

 

Obrázek 19 – Stanovení enzymových aktivit mikrosomálních frakcí s overexprimovanými SDR enzymy vůči oracinu. HPLC detekce redukovaného 
metabolitu DHO, enzymová aktivita je vyjádřena jako specifická aktivita (nmol vznikajícího DHO na mg proteinu za 30 min); n = 3. Výsledná 
aktivita je uvedeno po odečtení kontrolního vzorku – mikrosomální frakce s overexprimovaným GFP. 

5.3.2 ZAPOJENÍ VYBRANÝCH AKR A SDR ZÁSTUPCŮ DO REDUKČNÍHO METABOLISMU NNK 

V cigaretovém kouři bylo identifikováno až 50 různých karcinogenů spojovaných se vznikem rakoviny plic u kuřáků. 

Mezi ně patří i karcinogen první třídy NNK, který se nachází jak v nespáleném tabáku, tak v cigaretovém kouři (Schrader 

et al., 2000). Karcinogenní efekt je spojován především s metabolickou aktivací α-hydroxylací, kdežto N-oxidace 

a karbonylová redukce jsou obecně považovány za detoxikační mechanismy. Redukce karbonylové skupiny NNK vede 

ke vzniku chirálního NNAL, který dále podstupuje konjugační reakce za vzniku glukuronidů (II. fáze biotransformace) 

nebo může být aktivován stejnou cestou jako NNK (metabolismus NNK je znázorněn na Obrázku 20). Karbonylovou 

redukci jako důležitou cestu biotransformace potvrzuje i fakt, že hlavním metabolitem v moči je právě konjugát NNAL 

s glukuronidem (Stepanov et al., 2008).  

Řada in vitro studií prokázala, že NNK je redukován cytosolickými i mikrosomálními frakcemi získanými z různých 

lidských tkání (plíce, játra, pankreas, placenta a další) (Atalla & Maser, 2001; Maser et al., 2000; Trushin et al., 2008). 

Z cytosolických enzymů, které jsou do redukce NNK zapojeny, byly zatím identifikovány CBR1 a AKR1C1, 

z mikrosomálních pak 11β-HSD1 (Skarydova et al., 2013b). Breyer-Pfaff a její pracovní skupina (Breyer-Pfaff et al., 

2004) poukázali na existenci nejméně jednoho dalšího mikrosomálního enzymu účastnícího se biotransformace NNK. 

Při analýze NNAL (chirální látka) vznikajícího inkubací s celou jaterní mikrosomální frakcí a 11β-HSD1, byl zjištěn 

nepoměr mezi enantiomery, který je (stejně jako v případě oracinu) vysvětlován enzymovou aktivitou doposud 

neidentifikovaného proteinu. 
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Obrázek 20 - Metabolismu NNK. Hydroxylace je zodpovědná za metabolickou aktivaci NNK a NNAL, která vede ke karcinogenezi. Karbonylová 
redukce a N-oxidace jsou cestou detoxikace NNK. 

Z tohoto důvodu jsme na naše pracoviště zavedli jednoduchou metodu pro HPLC stanovení redukčního metabolitu 

NNK, NNAL (Skarydova et al., 2013b), pomocí které jsme chtěli zjistit, zdali se na enzymatické redukci nepodílí i námi 

purifikovaná jaterní mikrosomální frakce jako v případě redukce prochirálního oracinu. Vzorky byly připraveny dle 

postupu 4.7.3, a redukovaný metabolit byl analyzován dle 4.7.4.2. 

Touto metodou byla vůči NNK testována enzymová aktivita lidské jaterní cytosolické i mikrosomální frakce. 

Z výsledků je zřejmá vysoká redukční aktivita lokalizovaná v mikrosomech (Obrázek 21), což odpovídá datům 

publikovaných Maserem a jeho pracovní skupinou (Maser et al., 2000). Z cytosolických enzymů jsou do metabolismu 

NNK zapojeny především CBR1, která byla z rekombinantních enzymů nejaktivnější následovaná AKR1C1; aktivita 

ostatních námi testovaných AKR enzymů a CBR3 byla výrazně nižší (dle hodnoty CLint definované jako VMAX/KM viz 

Tabulka 26). Z memránových enzymů pak byly testovány mikrosomální frakce s overexprimovanými SDR enzymy 

a lidská jaterní purifikovaná mikrosomální frakce s neznámou karbonylreduktasou (viz 5.3.1), která vykazovala velmi 

vysokou aktivitu. Na rozdíl od dat získaných analýzou enzymové aktivity SDR zástupců vůči oracinu, v případě NNK 

jsme detekovali redukční aktivitu nejen u rekombinantní 11β-HSD1 ale i u doposud necharakterizované DHRS7, jejíž 

aktivita dosahovala zhruba polovičních hodnot 11β-HSD1 (Obrázek 22). V porovnání s jinými studiemi zabývajícími se 

rolí 11β-HSD1 v metabolismu NNK (Maser et al., 2000), jsme naměřili o něco nižší hodnoty. Nicméně v dané publikaci 

používali purifikovaný enzym z lidské jaterní tkáně, u kterého jsou známé posttranslační modifikace (zejména 

N-glykosylace na třech potenciálních místech Asn-x-Ser 123–125; 162–164; 207-209). V případě rekombinantní formy 

nemusí být rozsah těchto modifikací stejný, jak už bylo naznačeno v kapitole 5.4.1, a enzymová aktivita tak může 

klesnout (Tomlinson et al., 2004). Malou enzymovou aktivitu vykazovala také mikrosomální frakce s indukovanou 
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expresí RDH11. Tento enzym byl doposud studován z hlediska zapojení do metabolismu retinoidů v oční tkáni. Nicméně 

jeho exprese byla potvrzena také v mimoočních tkání jako jsou játra, duodenum nebo žaludek, kde doposud nebyla 

prokázána jeho účast na biotransformaci xenobiotik. Zajímavé je porovnání enzymových aktivit 11β-HSD1 a RDH11 

z hlediska jejich membránové topologie. Oba dva proteiny jsou integrální, ale liší se svou orientací. Zatímco 11β-HSD1 

je orientována do lumen ER, RDH11 je orientována do cytosolu. Právě orientace aktivního místa enzymu společně 

s lipofilitou substrátu významným způsobem ovlivňují finální dostupnost substrátu a tedy i enzymovou aktivitu. 

Tabulka 26 - Enzymové aktivity cytosolických enzymů z nadrodiny AKR a SDR jsou vyjádřeny jako specifické aktivity (nmol vzniklého NNAL na mg 
proteinu za minutu) (Skarydova et al., 2013b). 

Enzym KM
 (mM) VMAX (nmol×mg-1×min-1) CLint (μl×mg-1×min-1) 

CBR1 7,04 ± 0,66 3983 ± 180 565,80 

AKR1C1 0,12 ± 0,03 15,75 ± 0,98 134,04 

AKR1C4 0,19 ± 0,04 17,48 ± 0,71 92,00 

AKR1C3 0,06 ± 0,02 2,91 ± 0,22 48,50 

AKR1B10 0,66 ± 0,32 13,09 ± 4,08 19,83 

AKR1B1 0,81 ± 0,04 3,86 ± 0,37 4,76 

CBR3 11,25 ± 4,45 0,61 ± 0,18 0,05 

 

 

 

Obrázek 21 - Porovnání kinetických parametrů lidských subcelulárních frakcí vůči NNK. Enzymové aktivity jsou vyjádřené jako specifické aktivity 
(nmol vznikajícího NNAL na mg proteinu za 1 min) (Skarydova et al., 2013b). 
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Obrázek 22 - Stanovení enzymových aktivit vybraných SDR enzymů vůči NNK (finální koncentrace v reakční směsi 2,5 mM). HPLC detekce 
redukovaného metabolitu NNAL, enzymová aktivita je vyjádřena jako specifická aktivita (nmol vznikajícího NNAL na mg proteinu za 30 min); n = 3. 

V metabolismu NNK se nám tedy podařilo identifikovat druhou membránově vázanou reduktasu karbonylových 

sloučenin, která přispívá k jeho detoxikaci. Mimo to jsme zjistili, že na redukci NNK se výrazně podílí námi purifikovaná 

lidská jaterní frakce s neznámou karbonylreduktasou (KM = 1,09 ± 0,16 mM; VMAX = 498,6 ± 28,15 nmol×mg-1×30 min-1; 

viz Skarydova et al., 2013b) a to až s 6x vyšší efektivitou v porovnání s 11β-HSD1, ale zdá se, že ani v tomto případě 

nelze uzavřít, že za enzymovou aktivitu v ní je zodpovědná DHRS7. 

5.3.3 STANOVENÍ ENZYMOVÉ AKTIVITY DHRS7 VŮČI ANTRACYKLINŮM 

Antracykliny se řadí mezi nejefektivnější cytostatika, která jsou široce používaná v klinické praxi (Minotti et al., 

2004). Nejběžnějšími zástupci jsou pak doxorubicin, daunorubicin a idarubicin (Obrázek 23). 

 

Obrázek 23 - Struktura antracyklinů. 

V biotransformaci antracyklinů se věnuje velká pozornost především redukční cestě. Jednoelektronová redukce 

chinonové skupiny antracyklinů (katalyzováno především reduktasami lokalizovanými v mitochondriích) vede ke 

vzniku semichinonu a následně k potenciaci oxidačního stresu. Dvouelektronová redukce karbonylové skupiny na 
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postranním řetězci pak vede ke vzniku sekundárního alkoholu, který je zodpovědný za nežádoucí účinky antracyklinů, 

kardiotoxicitu, která použití těchto cytostatik významně limituje (Menna et al., 2007). 

Bylo potvrzeno, že v lidském organismu je tato skupina látek biotransformována na sekundární alkoholy především 

cytosolickými enzymy ze skupiny AKR a CBR1 a CBR3 z SDR nadrodiny (Kassner et al., 2008; Malátková et al., 2010). 

Významná aktivita byla nalezena také u jaterní mikrosomální frakce inkubované s doxorubicinem, ale doposud nebylo 

prokázáno, jaké mikrosomální enzymy se na této reakci podílí (Skarka et al., 2011). 

Naše pracovní skupina prokázala, že purifikovaná jaterní mikrosomální frakce s nezámou karbonylreduktasou se 

podílí na redukci idarubicinu a v jisté míře také na redukci daunorubicinu, ačkoliv naměřené aktivity byly poměrně 

malé (Skarka et al., 2011). I v tomto případě jsme chtěli zjistit, jestli rekombinantní forma DHRS7 nebude vykazovat 

podobné chování jako neznámá karbonylreduktasa. Při inkubaci Sf9 mikrosomální frakce s overexprimovanou DHRS7 

a příslušnou kontrolou (4.7.3) se nám však nepodařilo detekovat (4.7.4.3) žádnou redukční aktivitu vůči 

daunorubicinu, doxorubicinu ani idarubicinu a to ani ve vysokých koncentracích (1mM). 

5.3.4 ROLE VYBRANÝCH ZÁSTUPCŮ Z AKR A SDR V REDUKČNÍM METABOLISMU BUPROPIONU 

Existuje celá řada léčiv podstupující během I. fáze biotransformace enzymatickou redukci své karbonylové skupiny, 

která je často zodpovědná za farmakologický efekt. Jak vyplývá z předchozích odstavců, tato reakce může vést 

k detoxikaci léčiv nebo naopak ke vzniku aktivních metabolitů (např. natrexon, dolasetron). Přestože v některých 

připadech jsou hlavní enzymy metabolizující karbonylovou skupinu poměrně dobře známé (např. u antracyklinů), u 

řady dalších široce používaných léčiv tyto informace buď úplně chybí, nebo jsou nedostatečné např. u warfarinu, 

ketoprofenu, oxkarbazepinu. Dalším příkladem lěčiva, u kterého nejsou známé tyto enzymy, je bupropion. Jedná se o 

široce používané antidepresivum v léčbě závislosti na kouření. U člověka je intenzivně metabolizováno jak oxidační tak 

redukční cestou, za hlavní metabolity jsou považovány hydroxybupropion (HB) respektive threohydrobupropion (TB) 

a erythrohydrobupropion (EB) (Obrázek 24) a všechny jsou považovány za aktivní, i když v menší míře než parentní 

látka (Jefferson et al., 2005; Molnari & Myers, 2012). 

 

Obrázek 24 - Struktura bupropionu a jeho hlavních metabolitů. 
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Oxidační cesta biotransformace bupropionu je poměrně dobře známá a je považována za hlavní. Nejvýznamějším 

enzymem podílejícím se na vzniku HB je CYP2B6, přičemž další isoformy CYP hrají minoritní roli, případně tvoří jiné 

metabolity (Faucette et al., 2001, 2000). Na druhou stranu o enzymech učástnících se redukčního metabolismu se toho 

ví výrazně méně a to i přesto, že při některých patologických stavech je podíl redukovaných metabolitů vyšší než 

oxidovaných (Skarydova et al., 2013a). Existují dvě studie, zabývající se redukčním metabolismem bupropionu a obě 

zmiňují zapojení 11β-hydroxysteroiddehydrogenas a karbonylreduktas (Molnari & Myers, 2012; Wang et al., 2010), 

což je značně obecné zjištění, vzhledem k celkovému počtu enzymů, které působí jako reduktasy. 

Naším cílem tedy bylo zjistit, jaké konkrétní enzymy redukujících karbonylovou skupinu (cytosolické 

i mikrosomální) se podílí na tvorbě EB a TB. Pro tento účel bylo nutné na naše pracoviště zavést novou HPLC metodu 

na stanovení metabolitů bupropionu (Skarydova et al., 2013a). 

Jako první byl proveden screening s třemi subcelulárními frakcemi (cytosol, mikrosomy, mitochondrie viz Tabulka 

27 a Obrázek 25), díky němuž jsme chtěli zjistit, jakým způsobem jsou jednotlivé frakce zapojeny do tvorby HB, EB a TB. 

Vzorky byly inkubovány dle 4.7.3 a analyzovány dle 4.7.4.4. Bylo prokázáno, že na redukci (tvorbě EB a TB) se podílí 

všechny tři frakce, kdežto na oxidaci a tedy tvorbě HB pouze mikrosomy a mitochondrie. Překvapivé bylo zjištění, že 

hlavním metabolitem ve všech subcelulárních frakcí je TB; EB a HB jsou spíše vedlejšími produkty. Nejvyšší efektivita 

pro tvorbu redukovaných metabolitů bupropionu byla detekována v mitochondriích, o něco nižší pak v mikrosomech. 

Na druhou stranu, redukční aktivita v cytosolu byla několikrát nižší. 

Tabulka 27 - Kinetické parametry I. fáze biotransformace bupropionu v lidských jaterních subcelulárních frakcí (Skarydova et al., 2013a). 

Subcelulární 

frakce 
Metabolit KM (µM) 

VMAX 

(pmol×mg-1×min-1) 

CLint 

(µl×mg-1×min-1) 

cytosol 

HB  -   -  - 

EB 1404,0 ± 400,4 41,0 ± 8,5 0,029 

TB 293,4 ± 40,8 78,1 ± 4,1 0,244 

mikrosomy 

HB 197,5 ± 17,7 105,0 ± 3,4 0,531 

EB 149,1 ± 23,6 30,2 ± 1,4 0,202 

TB 62,1 ± 7,1 756,2 ± 17,9 12,219 

mitochondrie 

HB 173,5 ± 20,5 97,3 ± 3,8 0,560 

EB 278,3 ± 57,9 85,7 ± 6,9 0,307 

TB 41,7 ± 5,1 820,1 ± 18,0 19,676 
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Obrázek 25 - Kinetické parametry biotransformace bupropionu lidskýni jaterními subcelulárními frakcemi dle Michaelise-Mentenové. 

Screening pro konkrétní enzymy byl proveden jak s cytosolickými zástupci z nadrodiny AKR, tak s trojicí SDR 

enzymů (cytosolická CBR1, CBR3 a mikrosomální 11β-HSD1, DHRS7), přičemž účast na biotransformaci některých 

xenobiotik je u části z nich dobře známa. 

 

Obrázek 26 - Přehled tvorby redukčních metabolitů bupropionu (100 μM) EB a TB, vyjádřeno jako specifické aktivity testovaných reduktas z 
nadrodin AKR a SDR (Skarydova et al., 2013a). 
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Z cytosolických enzymů byla in vitro zjištěna účast na redukci bupropionu u AKRC1, AKR1C2, AKRC3 a CBR1 

(Obrázek 26). Tyto reduktasy se na tvorbě redukčních metabolitů podílely s rozdílnou stereospecifitou. Například 

AKR1C1 tvoří přibližně 28 % EB, zatímco AKR1C3 jen 8 % a CBR1 netvoří žádný. U CBR1 byla detekována malá 

koncentrace EB jen při vysokých koncentracích parentní látky (≥300 μM). Kinetické studie s cytosolickými enzymy byly 

provedeny se substrátem, jehož koncentrace se pohybovala v rozmezí 50 – 700 μM. U AKR zástupců byl pro 

vyhodnocení enzymové kinetiky použit model Michaelise-Mentenové, CBR1 vykazovala jistý stupeň kooperativy 

a proto pro kinetické výpočty lépe odpovídal model alosterické sigmoidální kinetiky s Hillovou konstantou 2 pro TB 

a 3 pro EB. Nejvyšší aktivitu z cytosolických enzymů vykazovala AKR1C1. 

Z mikrosomálních enzymů byly testovány rekombinantní 11β-HSD1 a DHRS7. Na rozdíl od DHRS7, u které redukční 

aktivita nebyla detekována, 11β-HSD1 již při úvodním screeningu se 100μM bupropionem vykazovala vysokou aktivitu 

(Obrázek 26). Podobně jako pro CBR1 je i pro 11β-HSD1 minoritním redukčním metabolitem ER (∼ 5 %). Kinetické 

parametry pro tento enzym byly určeny pomocí modelu Michaelis-Mentenové stejně jako v případě AKR (Obrázek 27). 

Přestože výsledná hodnota KM
 byla nižší než u AKR1C1, eliminační potenciál vyjádřený hodnotou CLint byl 8x vyšší než 

u AKR1C1.  

Výsledky screeningu ukazují, že hlavním metabolitem bupropionu tvořeným in vitro jaterními subcelulárními 

frakcemi je TB, což odpovídá výsledkům dalších studií zaměřených na metabolismus bupropionu v placentě (Wang et 

al., 2010). Podle hodnoty CLint se jako nejaktivnější jaterní subcelulární frakcí jeví poněkud překvapivě mitochondrie, 

jejichž účasti na biotransformaci karbonylových sloučenin se obecně nepřikládá příliš velká pozornost. V současné 

době je v mitochondriích potvrzena přítomnost např. CBR4 a DCXR, nicméně u žádné z těchto reduktas nebyla 

doposud účast v biotransformaci popsána a rozsah znalostí o těchto enzymech je velmi malý (Bray et al., 2009; Endo et 

al., 2008; Nakagawa et al., 2002). 

 

Obrázek 27 – Kinetické parametry biotransformace bupropionu 11β-HSD1 dle Michaelise-Mentenové, n = 3. 
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O něco nižší redukční aktivitu pak má mikrosomální frakce, ve které byla potvrzena role 11β-HSD1 na tvorbě 

především TB. Ačkoliv porovnání dat s purifikovanými cytosolickými enzymy a mikrosomální frakcí z Sf9 buněk 

s overexprimovanou 11β-HSD1 se může zdát poněkud zavádějící, použitím kontrolního vzorku Sf9 mikrosomů lze 

získat hodnoty odpovídající konkrétnímu enzymu. I výsledky inhibičních studií, založených na inkubaci kyseliny 

18β-glycyrrhetinové s mikrosomy (Molnari & Myers, 2012) potvrzují naše výsledky, že 11β-HSD1 redukuje bupropion. 

Navíc hodnoty KM celé jaterní mikrosomální frakce a 11β-HSD1 jsou poměrně srovnatelné, což poukazuje na fakt, že 

11β-HSD1 by mohla být hlavním redukčním enzymem bupropionu v mikrosomech (Skarydova et al., 2013a). 

5.4 DEHYDROGENASA/REDUKTASA (SDR RODINA) ČLEN 7 

Na základě výsledků screeningu enzymové aktivity vůči vybraným karbonylovým sloučeninám byla pro další 

studium vybrána DHRS7. Ačkoliv aktivita mikrosomální frakce s overexprimovanou DHRS7 sama o sobě nepoukazuje 

na to, že by mohla být neznámou karbonylreduktasou v purifikované jaterní mikrosomální frakci, její bližší 

charakterizace a purifikace bezesporu vyplní současné mezery ve znalostech enzymů ze skupiny DHRS.  

U lidské DHRS7 (isoforma 1) se předpokládá, že je membránově vázaná v ER (Uhlen et al., 2010), ale její funkce 

v organismu a základní biochemické vlastnosti zatím zůstávají neznámé. Gen DHRS7 je lokalizovaný na chromosomu 

14 a kóduje 2 isoformy, isoformu 1 (∼38 kDa) a isoformu 2 (∼32 kDa). Doposud byla mRNA DHRS7 isoforma 1 

detekována v různých tkáních jako jsou játra, kosterní svalstvo, srdce, sítnice, prostata nebo nadledviny (Haeseleer & 

Palczewski, 2000; Kalma et al., 2009; Romanuik et al., 2010; Wang et al., 2009), katalytická funkce však zatím zůstává 

neobjasněna. Dvě rozdílné publikace (Haeseleer & Palczewski, 2000; Keller et al., 2006) poukazují na blízkou homologii 

DHRS7 a 11β-HSD1. U DHRS7 enzymu (exprese v Sf9 buňkách viz Obrázek 28 A) jsme jako první experimentálně 

potvrdili lokalizaci v mikrosomální frakci získané z Sf9 buněčné linie pomocí specifické primární myší protilátky proti 

lidské DHRS7 velikost proteinu odpovídala 38 kDa (Obrázek 28 B; Stambergova et al., 2013). 

 

Obrázek 28 - Exprese lidské DHRS7 v Sf9 buněčné linii. A: Imunodetekce DHRS7 ve fixovaných buňkách Sf9 (primární králičí protilátka proti 
FLAG-oktapeptidu, sekundární oslí protilátka proti králičí protilátce) B: Imunodetkce DHRS7 v mikrosomální frakci (primární myší protilátka proti 
DHRS7, sekundární kozí protilátka proti myší protilátce); 1B Lidské jaterní mikrosomy (5 μg), 2B neinfikované Sf9 mikrosomy (5 μg), 3B 
mikrosomální frakce s overexprimovanou DHRS7 (2 μg) (Stambergova et al., 2013). 
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5.4.1 MEMBRÁNOVÁ TOPOLOGIE DHRS7 

Mezi základní charakteristiky membránových enzymů patří i způsob jejich interakce s membránou. Po potvrzení 

přítomnosti DHRS7 v mikrosomální frakci bylo důležité zjistit, jestli se jedná periferní nebo integrální protein. K tomu 

byla využita metoda extrakce enzymu v alkalickém prostředí a v prostředí detergentu (4.5.1). Zatímco periferní 

proteiny jsou k membráně připojeny pouze slabými vazebnými interakcemi a k jejich narušení stačí změna pH nebo 

iontové síly prostředí, integrální proteiny jsou do membrány pevně vnořeny a k jejich uvolnění je nutné použít 

detergenty, které narušují strukturu membrány (viz 2.1.1 a 2.1.3). Při inkubaci mikrosomální frakce v alkalickém 

prostředí (0,1M Na2CO3 (pH 11,5), 25mM CH3COOK) zůstával veškerý protein po ultracentrifugaci v peletě, zatímco 

použití 1% Tritonu X-100 vedlo k uvolnění DHRS7 do supernatantu (Obrázek 29; Stambergova et al., 2013). Stejné 

chování bylo nalezeno i u jiných integrálních proteinů jako je 11β-HSD1 nebo RDH16 (Lapshina et al., 2003; Odermatt 

et al., 1999). 

 

Obrázek 29 - Alkalická extrakce a extrakce detergentem mikrosomální frakce s DHRS7; 1: peleta po alkalické extrakci; 2: supernatant po alkalické 
extrakci; 3 peleta po extrakci detergentem; 4: supernatant po extrakci detergentem. 

Na enzymovou aktivitu má velký vliv orientace enzymu v membráně, která jednak ovlivňuje dostupnost substrátů 

tak i kofaktorů. Integrální proteiny mohou být v membráně orientovány směrem do cytosolu nebo do lumen ER. Pro 

rozlišení byla použita metoda inkubace proteinasou K ve vodném prostředí a v prostředí detergentu (0). Proteinasa K 

patří mezi serinové proteasy štěpící peptidové vazby na karboxylovém konci alifatických, aromatických nebo 

hydrofobních aminokyselin. Inkubace mikrosomů s overexprimovanou DHRS7 a proteinasou K ve vodném prostředí 

nevedla k žádné změně v porovnání s kontrolou, ale inkubace vzorku s proteinasou K v prostředí detergentu Tritonu 

X-100 vedla ke kompletní degradaci enzymu (Obrázek 30). Tyto výsledky naznačují, že integrita membrány je důležitá 

pro ochranu proteinu před proteolytickým působením proteinasy K, což poukazuje na orientaci DHRS7 do lumen ER 

(Stambergova et al., 2013), stejné chování bylo nalezeno i u endoluminální 11β-HSD1 (Frick et al., 2004) nebo RDH5 

(Simon et al., 1999). 

 

Obrázek 30 - Inkubace mikrosomální frakce s overexprimovanou DHRS7 s proteinasou K. 1: ve vodném prostředí (1:10); v prostředí Triton X-100 
(1:10); 3: kontrola (bez proteinasy K); 4: ve vodném prostředí (1:30); 5: v prostředí Triton X-100 (1:30); 6: kontrola (bez proteinasy K) 
(Stambergova et al., 2013). 
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V lumen ER probíhá řada modifikací proteinů, mimo sbalování (folding) a oligomerizace také tvorba disulfidických 

vazeb a glykosylace, která patří k jedněm z nejčastějších posttranslačních modifikací (Alberts et al., 2007). Pro zjištění 

možné N-glykosylace DHRS7 byla provedena inkubace mikrosomální frakce s overexprimovaným enzymem (z Sf9 

buněk) a endoglykosidasou H a PNGasou F. Endoglykosidasa H štěpí chitobiosové jádro (dimer N-acetyl-D glukosaminu 

spojeného β(14) vazbou) oligosacharidového řetězce bohatého na mannosu mezi dvěma N-acetylglukosaminy 

a asparaginem. Výsledkem je odštěpená molekula oligosacharidu a jeden N-acetylglukosaminový zbytek zůstávající na 

asparaginu. Na druhou stranu PNGasa F je univerzálnější a štěpí téměř všechny typy N-vázaných oligosacharidů (bez 

reziduí na polypeptidovém řetězci). Z výsledků vyplývá, že v Sf9 buněčné linii ke glykosylaci nedochází, protože po 

inkubaci s glykosidasami nedošlo ke změně mobility DHRS7 proteinu na SDS-PAGE gelu (viz 4.5.3 a Obrázek 31; 

Stambergova et al., 2013). Přestože je známo, že glykosylační aktivita Sf9 buněk není úplně srovnatelná s lidskými 

buňkami, nedetekování N-glykosylace odpovídá výsledkům počítačové analýzy polypeptidového řetězce pomocí 

softwaru dostupného na UniProt, 2012 a NetNGlyc 1.0 (Gupta et al., 2004), kdy nebyl nalezen typický glykosylační 

motiv Asn-x-Thr/Ser. V tomto ohledu se liší od RDH5 (1 glykosylační motiv) a 11β-HSD1 (3 glykosylační motivy). 

 

Obrázek 31 - Inkubace mikrosomální frakce s overexprimovanou DHRS7 a endoglykosidasou H a PNGasou F. 1: kontrola (mikrosomální frakce 
s DHRS7); 2: mikrosomální frakce s DHRS7 + endoglykosidasa H; 3: kontrola (mikrosomální frakce s DHRS7); 4: mikrosomální frakce s DHRS7 + 
PNGasa F (Stambergova et al., 2013). 

Tyto experimentální výsledky korespondují s daty získanými in silico pomocí počítačových programů TOPCONS, 

SOSUI, HMMTOP (Bernsel et al., 2009; Hirokawa et al., 1998; Tusnady & Simon, 2001), které na základě matematických 

algoritmů predikují v polypeptidovém řetězci DHRS7 (isoformy 1) tři transmembránové jednotky. Z Obrázku 32 je 

zřejmé, že každá počítačová metoda používá jiný algoritmus a jednotlivé výstupy se někdy i velmi významně liší. Proto 

je nutné takto získaná data ověřit experimentálně. 

Vzhledem k předpokládané podobnosti s 11β-HSD1, s N-terminální membránovou kotvou a hlavní částí 

polypeptidového řetězce orientované do lumen ER (Obrázek 33; Odermatt et al., 2006), zřejmě nejsou všechny tři 

hydrofobní segmenty transmembránové, což částečně potvrzuje i fakt, že v těsném sousedství druhého predikovaného 

TMS se nachází aktivní místo. Je pravděpodobné, že střední a C-koncová hydrofobní oblast mohou být zodpovědné za 

tvorbu/interakci homodimerů. Samotná orientace tak bude nejpravděpodobněji odpovídat uspořádání dle PRODIV 

a PRO (Obrázek 32). 
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Obrázek 32 - Porovnání výsledků in silico predikce transmembránových segmentů v polypeptidovém řetězci DHRS7 isoforma 1. Byly použity 
databáze TOPCONS, SOSUI, HMMTOP; čárkovaně = polypeptidový řetězec v cytosolu; plně = polypeptidový řetězec v lumen ER; █ = TM helix 
směřující do lumen ER; ⎕ = TM helix směřující do cytosolu. 

 

Obrázek 33 - Porovnání sekvencí lidské 11-HSD1 a DHRS7 isoforma 1 (Uniprot). Podržené = signální sekvence; zvýrazněné = transmembránové 
jednotky predikované pomocí TOPCONS; tučné = konzervované domény pro vazbu kofaktoru (TGxxxGxG) a aktivní místo (YxASK). 

5.4.2 SPEKTROFOTOMETRICKÝ SCREENING SUBSTRÁTŮ DHRS7 

Jak již bylo zmíněno, na základě porovnání fylogenetického stromu (Bray et al., 2009; Haeseleer & Palczewski, 2000; 

Keller et al., 2006) je DHRS7 poměrně blízkým homologem lidské 11β-HSD1, která ve většině buněk (včetně 

hepatocytů) působí jako reduktasa (Oppermann, 2007). Z tohoto důvodu byla DHRS7 testována na možnou 

oxidačně-redukční aktivitu. Pro vyhledání potenciálních substrátů, které byly vytipovány na základě znalostí 

enzymových aktivit charakterizovaných enzymů redukujících karbonylovou skupinu (např. 11β-HSD1, CBR1, AKR1C3) 

bylo použito univerzální spektrofotometrické stanovení příbytku nebo úbytku koncentrace NAD(P)(H) kofaktoru 

měřené při vlnové délce 340 nm (4.7.1). 

Z výsledků (Tabulka 28) je patrné, že DHRS7 se v prostředí s 200μM NAD(P)(H) chová preferenčně jako reduktasa 

s vysokou aktivitou vůči steroidům a chinonům. Nejvyšší aktivity byly naměřeny in vitro s NADPH u modelových 

substrátů: 1,2-naftochinon, 9,10-fenantrenchinon a benzochinon (Stambergova et al., 2013); tedy sloučenin, které 

mohou být pro lidský organismus značně toxické a to jednak díky schopnosti alkylovat nukleofilní místa peptidů, 

proteinů a/nebo nukleových kyselin a jednak díky indukování oxidačního stresu, což následně vede k poškození funkce 
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buňky (Bolton et al., 2000; Jarabak & Harvey, 1993). Redukce těchto látek katalyzovaná SDR enzymy představuje jednu 

z možných cest jejich detoxikace (I. fáze biotransformace). Dvouelektronovou redukcí vznikají hydrochinony, které jsou 

během II. fáze konjugovány např. s glutathionem (katalyzováno glutathiontransferasou) a následně exkretovány. 

(Oppermann, 2007). Na druhou stranu je třeba zmínit, že metabolismus chinonů je komplexnější. Hydrochinony 

vznikající dvouelektronovou redukcí nesubstituovaných nebo methylem substituovaných naftochinonů (v pozici 1, 4) 

nebo jejich odpovídajícím chinon-epoxidům jsou relativně odolné vůči autooxidaci, zatímco ostatní, substituované 

(methoxy-, hydroxy- a další) podléhají v přítomnosti O2 autooxidaci v daleko větší míře. I z hydrochinonů tak mohou 

vznikat semichinony se stejnými škodlivými efekty (Jarabak & Harvey, 1993). 

Dehydrogenasová aktivita u vybraných substrátů s hydroxylovou skupinou (hydroxy analogy testovaných 

karbonylových sloučenin; 4-nitrobenzalkohol, estradiol, kortisol, testosteron) nebyla in vitro detekována ani v případě 

kofaktoru NAD+ ani NADP+. Proto byly další stanovení enzymové aktivity sledovány především v redukčním směru. 

Tabulka 28 - Spektrofotometrický screening substrátů pro DHRS7. Enzymová aktivita DHRS7 vůči vybraným sloučeninám byla stanovena 
spektrofotometrickou metodou na základě úbytku nebo přírůstku kofaktoru. Jako kontrola byla použita mikrosomální frakce s overexprimovaným 
GFP. Data jsou vyjádřena jako specifická enzymová aktivita (nmol vznikajícího produktu na mg proteinu za minutu), ± SEM, n =3; * = testován byl 
oxidační směr s odpovídajícími metabolity, oxidační enzymová aktivita nebyla detekována. N.D. = enzymová aktivita nebyla detekována 
(Stambergova et al., 2013). 

Substrát 
Koncentrace 

(µM) 

Enzymová aktivita 
(nmol×mg-1×min-1) 
s NADPH (200µM) 

Enzymová aktivita 
(nmol×mg-1×min-1) 

s NADH (200µM) 

benzil 250 12,48 ± 2,14 N.D. 

1,4-benzochinon 250 22,55 ± 0,82 2,10 ± 0,13 

hexan-3,4-dion 250 6,84 ± 0,647 N.D. 

9,10-fenantrenchinon 125 23,53 ± 1,02 8,49 ± 1,06 

metyrapon 250 3,23 ± 0,54 N.D. 

isatin 125 5,89 ± 0,33 N.D. 

NNK 250 9,80 ± 1,37 3,10 ± 0,37 

oxkarbazepin 250 9,42 ± 0,39 2,34 ± 0,21 

1,2-naftochinon 250 63,61 ± 1,73 56,65 ± 4,84 

4-nitrobenzaldehyd* 250 10,27 ± 1,62 1,94 ± 0,53 

estron* 125 5,31 ± 0,64 4,35 ± 0,68 

kortison* 125 5,70 ± 0,70 6,19 ± 2,67 

4-androsten-3,17-dion* 125 5,60 ± 0,67 4,01 ± 0,97 

  



5 Výsledky a diskuze 

86 

Pro posouzení významnosti redukční aktivity DHRS7 vůči testovaným substrátům je nutné porovnat získané 

hodnoty s výsledky stanovenými pro jiné enzymy redukující karbonylové sloučeniny. Takovéto srovnání je poměrně 

komplikované a to jednak díky odlišnému navržení experimentů (vstupní koncentrace substrátu či kofaktoru, pH 

podmínek prostředí a další) a pak také kvůli vyjádření publikovaných aktivit v hodnotách kcat bez možnosti dopočítání 

specifické enzymové aktivity. 

Z vybraných sloučenin je asi nejvíce prozkoumán metabolismus steroidních hormonů. Za jeden z nejdůležitějších 

enzymů katalyzující redukci estronu je považována 17β-HSD1, u které se specifická enzymová aktivita pohybuje 

v řádech ∼ 75 nmol×mg-1×min-1; KM ∼ 0,13 μM (Haller et al., 2010), tedy o řád výše než u DHRS7. V udržování 

fyziologických hladin glukokortikoidů má pak nejdůležitější roli 11β-HSD1. U lidské 11β-HSD1 purifikované z lidských 

jater byly naměřeny hodnoty VMAX ∼ 4,3 nmol×mg-1×min-1; KM ∼ 11,4 μM (Blum et al., 2000). V tomto ohledu DHRS7 

vykazuje velice zajímavou aktivitu srovnatelnou v in vitro podmínkách s 11β-HSD1. V redukčním metabolismu 

4-androsten-3,17-dionu je významným enzymem cytosolická AKR1C3, za srovnatelných podmínek měření s DHRS7 

byla u rekombinantní formy AKR1C3 (připravené na našem pracovišti) naměřena specifická aktivita 

∼ 4 nmol×mg-1×min-1. U strukturně velmi podobné sloučeniny 5α-androstan-3,17-dionu se pohybují hodnoty specifické 

enzymové aktivity naměřené pro enzymy z podrodiny AKR1C ve stejném řádu ∼ 6 nmol×mg-1×min-1(Penning et al., 

2000), což opět poukazuje na nezanedbatelnou aktivitu DHRS7. 

V rámci screeningu redukční enzymové aktivity vůči xenobiotickým substrátům s karbonylovou skupinou byl 

proveden podobný experiment u cytosolické CBR1. Tento enzym vykazuje vysokou in vitro aktivitu vůči širokému 

spektru ortho- i para-chinonů (1,2-naftochinon, isatin, 9,10-fenantrenchinon, 1,4-benzochinon) v rozmezí 

0,3 - 7,9 μmol×mg-1×min-1 (Pilka et al., 2009). Tyto výsledky odpovídají řadě studií, které označují CBR1 za jednoho 

z nejaktivnějších cytosolických zástupců z nadrodiny SDR v metabolismu xenobiotik. Již několikrát bylo zmíněno, že 

11β-HSD1 je doposud jediným známým mikrosomálním enzymem, který je zapojen do metabolismu xenobiotik 

s karbonylovou skupinou (např. oracin, NNK, bupropion). Rekombinatní forma 11β-HSD1 exprimovaná v Sf9 buňkách 

vykazovala vůči metyraponu specifickou enzymovou aktivitu ∼ 0,2 nmol×mg-1×min-1, KM ∼ 370 μM (Hult et al., 2001). 

Také v tomto případě je aktivita rekombinantní formy DHRS7 exprimované v mikrosomech Sf9 buněk výrazná. 

V in vitro podmínkách se na metabolismu benzilu významně podílí DHRS4. Data publikována pro lidskou DHRS4 

exprimovanou v E. coli odpovídají specifické aktivitě ∼60 μmol×mg-1×min-1 (Endo et al., 2009), v tomto porovnání je 

pak aktivita DHRS7 minoritní. Naše pracovní skupina testovala také enzymovou aktivitu některých cytosolických 

reduktas vůči NNK. Data získaná pro enzymy z rodiny AKR1C a AKR1B (Skarydova et al., 2013b) se řádově shodují 

s výsledky naměřenými pro DHRS7 (Stambergova et al., 2013). Porovnání aktivit 11β-HSD1 a DHRS7 vůči NNK bylo už 

zmíněno na straně 76. 

V in vitro podmínkách je tedy zjištěná enzymová aktivita DHRS7 srovnatelná s aktivitami dalších reduktas 

uvedenými v publikacích a to nejen v metabolismu glukokortikoidů nebo androgenů, ale i u některých xenobiotik. 
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5.4.3 STANOVENÍ PREFERENCE KOFAKTORŮ PRO DHRS7 

Po nalezení substrátu pro DHRS7 bylo možné provést stanovení preference pro nikotinamidové kofaktory. Jako 

substrát byl vybrán 4-nitrobenzaldehyd resp. 4-nitrobenzalkohol, a to jednak díky dostupnosti oxidované i redukované 

formy a jednak díky větší chemické stabilitě redukovaných analogů v porovnání s hydrochinony, které snadno podléhají 

autooxidaci (Obrázek 3). 

Preference kofaktorů byla měřena spektrofotometricky (4.7.2) na základě porovnání přírůstku nebo úbytku 

absorbance kofaktoru. Z porovnání výsledků VMAX/KM (Tabulka 29) je zřejmé upřednostňování NADPH kofaktoru před 

NADH, což odpovídá také chování 11β-HSD1 (Agarwal & Auchus, 2005). U oxidačního směru s využitím NAD+/NADP+ 

nebyl detekován žádný přírůstek absorbance (Stambergova et al., 2013). 

Tabulka 29 - Preference kofaktorů DHRS7. Kinetické parametry pro reakci DHRS7 s 4-nitrobenzaldehydem s jednotlivými kofaktory (NADPH. 
NADH). Data jsou vyjádřená jako ± SEM, n = 4, k výpočtu použit program GraphPad Prism 6.00 (Stambergova et al., 2013). 

Kofaktor 
KM 

(µM) 
VMAX 

(nmol×mg-1×ml-1) 
VMAX/ KM 

(ml×mg-1×min-1) 

NADPH 20.47 ± 5.55 10.58 ± 0.75 0.52 

NADH 30.08 ± 14.26 2.38 ± 0.34 0.08 

Karbonyl redukující enzymy jsou obecně NADPH-dependentní, pokud je preferován NADH kofaktor jedná se spíše 

o oxidasy, což je dáno koncentračním gradientem NAD+/NADH, který je v buňkách udržován ve prospěch oxidovaného 

kofaktoru (Agarwal & Auchus, 2005). U cytosolických zástupců lze vyvozovat preferenci k NADPH díky měřitelné 

distribuci NADP+/NADPH, která převažuje ve prospěch NADPH, v lidském jaterním cytosolu je tento poměr 1:100 

(Veech et al., 1969). Na druhou stranu, membrána ER je pro NADP+/NADPH neprostupná a přesný poměr těchto 

kofaktorů v lumen ER není znám. Nicméně předpokládá se, že v porovnání s cytosolem je to spíše oxidační prostředí, 

především díky poměru oxidovaného redukovaného glutathionu (Atanasov et al., 2008; Odermatt et al., 2006). 

Redukční aktivita DHRS7 může být umožněna, podobně jako u endoluminální 11β-HSD1, regenerací NADPH 

hexosa-6-fosfátdehydrogenasou (H6PDH). H6PDH je mikrosomálním analogem cytoplasmatické 

glukosa-6-fosfátdehydrogenasy, která katalyzuje první dva kroky pentosového cyklu, během kterého se tvoří NADPH. 

Na rozdíl od ní má ale H6PDH širší substrátovou specifitu a oxiduje také substráty, jako jsou: glukosa-6-sulfát nebo 

galaktosa-6-fosfát a díky tomu hraje klíčovou roli v určování poměru NADP+ a NADPH v lumen ER (Agarwal & Auchus, 

2005; Odermatt et al., 2006; Ozols, 1995). 

5.4.4 PURIFIKACE A REKONSTITUCE DHRS7 

Příprava purifikovaného membránového enzymu představuje obecně velice komplikovanou problematiku. Už 

samotné hledání detergentů, které jsou základem efektivní solubilizace, je poměrně náročné. Ačkoliv bylo publikováno 

několik prací s úspěšnou solubilizací enzymů z nadrodiny SDR např. 3β-HSD1, 11β-HSD1 nebo 17β-HSD2 (Huang et al., 

2000; Lu et al., 2002; Maser et al., 2003), neexistuje univerzální klíč pro použití vhodného detergentu a úspěšnou 

solubilizaci membránových proteinů. Efektivita extrakce je velmi individuální pro každou dvojici protein-detergent. 

V prvotním screeningu byly použity 4 strukturně odlišné detergenty ve třech různých koncentracích: polyethylenoxid 
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Igepal CA-630, maltosid DDM, glykolether C12E8 a glykosid digitonin. Výtěžek extrakce DHRS7 z Sf9 mikrosomů byl 

analyzován pomocí Western blottu a imunodetekce specifickou anti-FLAG protilátkou (4.6.2). Nejefektivnější 

solubilizace proběhla při použití 0,5% a 1,0% C12E8 > 0,5% Igepal CA-630 > 1,0% DDM (Tabulka 30). Pro výsledné 

posouzení efektivity extrakce je důležité také uchování enzymové aktivity, která v tomto případě byla vyhodnocena na 

základě inkubace s NNK a následné detekci redukovaného metabolitu NNAL. Po porovnání enzymových aktivit 

sobilizovaných vzorků a původních mikrosomů s overexprimovanou DHRS7 se jako nejvhodnější detergent pro 

solubilizaci jevil 0,5% Igepal CA-630 (Skarka et al., 2013). 

Tabulka 30 – Efektivita extrakce overexprimované DHRS7 z Sf9 mikrosomů je vyjádřená v % na základě porovnání intenzity proužku 
solubilizovaných frakcí a nesolubilizovaných mikrosomů po imunodetekci Western blottu. Specifická aktivita vyjádřená jako nmol/(min.mg) byla 
stanovována vůči NNK (Skarka et al., 2013). 

Detergent 
Koncentrace 

(% (w/v)) 
Extrakce (%) 

Specifická aktivita 
(nmol×mg-1×min-1) 

mikrosomy - - 0,6 

C12E8 
0,1 73,9 - 
0,5 87,4 2,6 
1,0 100,1 1,0 

Igepal CA-630 
0,1 83,3 - 
0,5 88,7 3,5 
1,0 79,5 - 

DDM 
0,1 64,8 - 
0,5 84,3 - 
1,0 95,7 N.D. 

Digitonin 
0,1 27,8 - 
0,5 70,6 - 
1,0 66,6 - 

Protein solubilizovaný 0,5% Igepal CA-630 pak mohl být v dalším kroku purifikován dle 4.6.2. K purifikaci mohly 

být využity dvě sekvence (His10 a FLAG) lokalizované na C-konci rekombinantní DHRS7 a odštěpitelné pomocí TEV 

proteasy. Unikátní sekvence FLAG-oktapeptidu vede obecně k zisku čistčích frakcí v porovnání s His-kotvou. Díky 

přítomnosti detergentu však nemohla být imnoafinitní metoda pro FLAG-kotvu použita. V tomto případě se tedy 

s výhodou využila sekvence His10 a chelatační afinitní chromatografie (IMAC; Obrázek 34). V porovnání s daleko 

běžnějším His6-tagem je His10 zárukou vyšší specificity vazby na Ni2+ ionty a vede k zisku poměrně čisté frakce (Obrázek 

34 B). Aktivita purifikovaného proteinu byla opět ověřena inkubací s NNK, dle předpokladů jeho specifická aktivita 

vzrostla. Enzym byl pak následně převeden do liposomů (viz Obrázek 35; Skarka et al., 2013). 
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Tabulka 31 – Výsledné porovnání enzymové aktivity jednotlivých frakcí (mikrosomů, solubilizovaných mikrosomů a čisté DHRS7 a rekonstituované 
DHRS7) vůči NNK (Skarka et al., 2013). 

Frakce 
Celkové množství 

proteinu (µg) 
Výtěžek 

(%) 
Specifická aktivita 
(nmol×mg-1×min-1) 

Přečištění 
(násobek) 

mikrosomy 12 521 - 1,6 1,0 

solubilizované mikrosomy 10 110 80,7 1,1 0,7 

purifikovaná DHRS7 370 3,0 16,8 10,6 

DHRS7 v liposomech 367 2,9 4,0 2,5 

 

 

Obrázek 34 - A: Purifikace solubilizované DHRS7, SDS-PAGE gel barven metodou "blue silver"; B: Imunodetekce Western blotu pomocí anti-FLAG 
protilátky. M = mikrosomy; FT = "flow-through" frakce; EL = eluovaná čistá DHRS7. 

 

Obrázek 35 - DHRS7 rekonstituovaný v liposomech. Analýza SDS–PAGE: A – DHRS7 v poměru protein:lipid 1:5, B – DHRS7 v poměru protein:lipid 
1:25. Sloupec U – nevázaná frakce, L – DHRS7 vložená do liposomů . 

Přestože je rekonstituce purifikovaného enzymu do liposomů důležitým krokem pro zachování jejich struktury a 

biologické aktivity, v tomto případě došlo k poklesu specifické aktivity oproti purifikovanému proteinu (Tabulka 31). 

K podobnému poklesu enzymové aktivity došlo i při rekonstituci endoluminálních enzymů cyklooxygenasy 1 a 2 

v porovnání s mikrosomální frakcí (MirAfzali et al., 2005). Tento pokles může být způsoben samotnou orientací DHRS7 

do lumen ER a již výše popsanou velice pravděpodobnou kooperací s dalšími mikrosomálními proteiny, ať už s H6PDH 

nebo některými transportéry. Díky rekonstituci samotného enzymu může dojít ke snížení dostupnosti kofaktoru 

i substrátu pro aktivní místo. Pokles aktivity způsobený nedostatkem kofaktoru by mohl být případně experimentálně 
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ověřen přípravou speciálních proteoliposomů, které by vedle DHRS7 obsahovaly také H6PDH zajišťující dostatečné 

množství redukovaného kofaktoru. 

5.4.5 STANOVENÍ ENZYMOVÉ AKTIVITY DHRS7 VŮČI RETINALU 

Haeseleer a jeho pracovní skupina při hledání nových SDR genů v RPE detekovali přítomnost mRNA DHRS7. Z tohoto 

důvodu se spekulovalo o možném zapojení DHRS7 do metabolismu retinoidů (Haeseleer & Palczewski, 2000), ačkoliv 

tuto aktivitu doposud nikdo nepotvrdil. Vzhledem k významné fyziologické roli retinalu, coby prekursoru biologicky 

nejaktivnějšího retinoidu kyseliny retinové, jsme chtěli zjistit, jestli se DHRS7 in vitro podílí na jeho metabolismu a 

ovlivňuje tak hladiny aktivních retinoidů. 

S all-trans-retinalem (finální koncentrace all-trans-retinalu v inkubační směsi byla 30 μM) byla inkubována jak 

mikrosomální frakce s overexprimovanou DHRS7, tak enzym převedený do rekonstitučního systému, pro porovnání 

významnosti této aktivity byla použita rekombinantní forma AKR1B1, u které byla redukční aktivita vůči retinalu 

publikována (Porté et al., 2013). U všech vzorků byla detekována redukční aktivita, přičemž u rekonstituované DHRS7 

5x vyšší než v samotných Sf9 mikrosomech s overexprimovanou DHSR7 (Obrázek 36). 

 

Obrázek 36 – Stanovení redukční aktivity frakcí DHRS7 a AKR1B1 vůči retinalu; vyjádřeno jako specifická aktivita nmol×mg-1×min-1), n=3. DHRS7 
MI = Sf9 mikrosomy s overexprimovanou DHRS7; DHRS7 LI = rekonstituovaná DHRS7 v liposomech. 

Hladiny aktivních retinoidů jsou v lidském těle přísně regulovány, nadbytek i nedostatek vede k různým stupňům 

poškození organismu. Jejich významná role je zřejmá zvláště během fetálního vývoje, kdy se nedostatek retinoidů 

projevuje mimo jiné poškozením zraku nebo poruchami imunity, nadbytek pak působí teratogenně. Z tohoto důvodu je 

enzymům metabolizujícím retinoidy věnována velká pozornost. Mezi hlavní enzymy metabolizující all-trans-retinal 

patří membránově vázané retinoldehydrogenasy z nadrodiny SDR, z cytosolických enzymů pak zástupci z nadrodiny 

AKR. Při porovnání specifické enzymové aktivity DHRS7 s hodnotami VMAX (s ohledem na nízké koncentrace 

all-trans-retinalu v organismu lze očekávat, že ve zvolených in vitro podmínkách je all-trans-retinal ve značně vysokých 

koncentracích) získanými v in vitro podmínkách u retinoldehydrogenas, je DHRS7 poměrně málo aktivní. Stanovená 

enzymová aktivita je srovnatelná spíše s cytosolickými zástupci z nadrodiny AKR (Tabulka 32). Nicméně pro posouzení 

aktivity DHRS7 vůči retinoidům je vedle hodnot získaných v in vitro podmínkách důležité také zohlednit expresi tohoto 
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proteinu v konkrétních tkáních, přičemž takovéto informace nejsou v současnosti v dostatečném rozsahu a proto se 

této problematice budeme i v budoucnosti věnovat. 

Tabulka 32 - Kinetické parametry a subcelulární lokalizace lidských enzymů zapojených do redukce retinalu (upraveno dle Porté et al., 2013). KM 

(μM); VMAX (nmol×mg-1×min-1). 

Enzym 

Substrát 

all-trans-retinal 
Subcelulární 

lokalizace 
KM VMAX VMAX/KM 

AKR1B1 1,1 9,1 8,3 cytosol 

AKR1B10 0,6 700 1 200 cytosol 

AKR1C1 N.A. N.A. N.A. cytosol 

AKR1C3 1,4 16 11 cytosol 

AKR1C4 0,31 6,2 20 cytosol 

RDH11 0,12 500 4 200 mikrosomy 

RDH12 0,04 1 000 25 000 mikrosomy 

RDH13 3,2 230 72 mitochondrie 

RDH14 0,08 27 340 mikrosomy 

DHRS3 - aktivní - mikrosomy 

RDH8 - aktivní - mikrosomy 



6 Závěr 

92 

6 ZÁVĚR 

Experimentální práce byla zaměřena na přípravu rekombinantních forem membránově vázaných enzymů 

z nadrodiny SDR, které by mohly být zapojeny do metabolismu karbonylových sloučenin. V této oblasti jsou znalosti 

značně omezené, doposud byl identifikován pouze jeden mikrosomální enzym v biotransformaci exogenních látek 

s karbonylovou skupinou, 11β-HSD1. Na základě vytyčených cílů se podařilo: 

1) Z dostupných databází vytipovat 30 SDR zástupců s předpokládanou lokalizací v membráně buněčných 

organel, především pak v membráně endoplasmatického retikula. 

2) Metodou klonování nezávislého na ligase a bakulovirového expresního systému připravit 22 

rekombinantních bakulovirů a 16 rekombinantních enzymů.  

3) Připravit mikrosomální frakce z Sf9 buněk obsahující zástupce ze všech významných SDR rodin 

(retinoldehydrogenasy, 11β-hydroxysteroiddehydrogenasy, 17β-hydroxysteroiddehydrogenasy, 

dehydrogenasy/reduktasy SDR rodiny a některé další sirotčí enzymy). 

4) Detekovat mezi těmito enzymy ty, jejichž enzymová aktivita vůči karbonylovým sloučeninám nebyla známá. 

S využitím nově zavedených HPLC metod byla u RDH11 poprvé detekována schopnost katalyzovat redukci 

prokarcinogenu NNK v in vitro podmínkách. Tento enzym byl doposud studován především z hlediska 

zapojení do metabolismu retinoidů v cyklu vidění, informace o zapojení do metabolismu xenobiotik jsou 

zcela nové. I u DHRS7 byla na základě tkáňové exprese predikována účast na metabolismu retinoidů, tento 

předpoklad se nám podařilo experimentálně potvrdit. U tohoto doposud necharakterizovaného proteinu 

jsme dále zjistili, že in vitro se chová preferenčně jako reduktasa za využití NADPH kofaktoru. Aktivita pak 

byla spektrofotometricky detekována především u sloučenin s chinoidní strukturou. Substráty byly nalazeny 

mezi steroidními hormony a to především u androgenů a glukokortikoidů. V případě metabolismu A-dionu 

byla aktivita DHRS7 srovnatelná s aktivitou AKR enzymů. DHRS7 se in vitro podílí také na biotransformaci 

látek toxických pro lidské zdraví: NNK, 1,2-naftochinonu, 1,4-benzochinonu nebo 9,10-fenantrenchinonu. 

Díky nově zavedeným metodám se nám podařilo stanovit roli vybraných reduktas z nadrodiny AKR a SDR 

v metabolismu NNK a bupropionu a vyplnit tak bílá místa v jejich metabolickém profilu. 

5) Detekce redukční aktivity doposud necharakterizované DHRS7 se stala impulsem pro rozpracování další 

části projektu – detailnější studium tohoto sirotčího enzymu, respektive počáteční výzkum s určením 

základních biochemických vlastností. Jako první jsme experimentálně potvrdili in silico předpověď 

membránového enzymu. DHRS7 byla identifikována jako integrální protein, jehož hlavní část řetězce je 

orientována do lumen endoplasmatického retikula.  

6) Pro další studium enzymové aktivity bylo nezbytné DHRS7 purifikovat. Enzym byl z mikrosomů 

solubilizován pomocí 0,5% Igepal CA-630 a následně purifikován využitím chelatační afinitní 

chromatografie za využití přítomnosti His10 sekvence. Purifikovaný enzym vykazoval 10x vyšší aktivitu 

v biotransformaci NNK v porovnání s mikrosomální frakcí s overexprimovaným enzymem. DHRS7 se také 

podařilo převést do rekonstitučního systému. Příprava purifikované formy otevřela široké možnosti studia 
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tohoto enzymu, od širšího screeningu substrátů jak mezi endogenními sloučeninami, tak mezi léčivy či 

látkami poškozující lidské zdraví, přes studium stereospecifity tvorby chirálních metabolitů, po hledání 

specifických inhibitorů.  

 

Všechny nově zavedené metodiky budou moci být použity i u studia dalších enzymů ze skupiny DHRS, které již máme 

připraveny a o nichž se toho ví velice málo. Zjištění enzymové aktivity spolu s analýzou tkáňové exprese těchto enzymů 

se může stát impulsem pro hledání účinných a specifických modulátorů jejich aktivity v (pato)fyziologických procesech 

s možným medicínským dopadem. 

Jak bylo již několikrát zmíněno, membránově vázané enzymy se mohou podílet také na biotransformaci xenobiotik. 

Ačkoliv je u řady léčiv prokázán významný podíl redukčního metabolismu s lokalizací v mikrosomální frakci, konkrétní 

enzymy zodpovědné za katalyzování těchto dějů nejsou známé, což může v konečném důsledku snižovat terapeutický 

potenciál těchto léčiv. I v tomto ohledu je nezbytné znalosti o těchto enzymech doplnit a rozšířit. 

 



7 Seznam zkratek 

94 

7 SEZNAM ZKRATEK 

4-ONE  4-oxonon-2-enal 

A-dion  4-androsten-3,17-dion 

AEBSF  4-(2-aminoethyl)-benzensulfonylfluorid hydrochlorid 

AKR   aldo-ketoreduktasy 

Ala, A  alanin 

ALDH  aldehyddehydrogenasy 

cAMP  cyklický adenosin-3‘,5‘-monofpsfát 

AMP  ampicilin 

Asn, N  asparagin 

Asp, D  kyselina asparagová 

AR   androgenní receptor 

ATP   adenosintrifosfát 

BEVS  expresní systém založený na bakulovirovém vektoru 

bp   páry bazí 

C12E8  oktaethylenglykolmonododecylether 

CoA   koenzym A 

CoQ   koenzym Q10, ubichinon 

CoQH2  redukovaný koenzym Q10, ubichinol 

CYP   cytochrom P450 

Cys, C  cystein 

DAPI  4,6-diamino-2-fenylindol 

DHRS  dehydrogenasy/reduktasy SDR rodiny 

DMM  n–dodecyl β–D–maltosid 

DOPC  1,2–dioleoyl–sn–glycero–3–fosfocholin 

DOPS  1,2–dioleoyl–sn–glycero–3–fosfo–L–serin 

DPPC  1,2–dipalmitoyl–sn–glycero–3–fosfocholin 

DPPE  1,2–dipalmitoyl–sn–glycero–3–fosfoethanolamin 

DTT   dithiothreitol 

E1   estron 

E2   estradiol 
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EB   erythrohydrobupropion 

EC   enzyme commission 

EDTA  kyselina ethylendiamintetraoctová 

ER   endoplasmatické retikulum 

ERβ   estrogenový receptor β 

EtBr  ethidium bromid 

EtOH  ethanol 

FCS   fetální telecí sérum 

Fwd   5‘→3‘ primer 

GFP   zelený fluorescenční protein 

Glu, E  kyselina glutamová 

Gly, G  glycin 

GPI   glykosylfosofatydilinositol 

GR   glukokotokoidní jaderné receptory 

HB   hydroxybupupropion 

H6PDH  hexosa-6-fosfátdehydrogenasa 

HMM  Hidden Markov Model 

Ile, I   izoleucin 

IMAC chelatační afinitní chromatografie (immobilised metal ion affinity chromatography) 

Kvβ   β podjednotka „Shaker“ napěťově řízeného draselného kanálu 

LB   Luria-Broth médium 

LDL   lipoprotein o nízké denzitě 

LIC   klonování nezávislé na ligase 

Lys, K   lysin 

MGC  Mammalian Gene Collection 

MDR  dehydrogenasy/reduktasy se středně dlouhým řetězcem 

MeOH  methanol 

Met, M  methionin 

MK   mastná kyselina 

MM   molekulární marker velikosti DNA/proteinů 

NAD+  nikotinamidadenindinukleotid 
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NADH  redukovaný nikotinamidadenindinukleotid 

NADP+  nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

NADPH redukovaný nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

NEB   New England Biolabs 

NNAL  4-methylnitrosoamin-1-(3-pyridyl)-butan-ol 

NNK  4-methylnitrosoamin-1-(-3-pyridyl)-butan-1-on 

OMIM  Online Mendelian Inheritance in Man 

PBS   fosfátový pufr 

PCR   polymerasová řetězová reakce 

PFA   paraformaldehyd 

PMSF  fenylmethansulfonylfluorid 

PPARα  receptory aktivované peroxisomovými proliferátory 

Rwd  3‘→5‘ primer 

ROS   reaktivní formy kyslíku 

RPE   retinal pigment epithelium 

SDR   dehydrogenasy/reduktasy s krátkým řetězcem 

SDS   dodecylsulfát sodný 

Sf9   hmyzí ovariální buňky Spodoptera frugiperda 

SGC   Structural Genomics Consortium 

Ser, S   serin 

SOB   superoptimální růstové médium 

SOC   superoptimální růstové médium s represí katabolitů 

TB   threohydrobupropion 

TEMED 1,2-bis(dimethylamino)etan 

Thr, T  threonin 

TM   transmembránový segment 

Tyr, Y  tyrosin 

x    náhrada za jakoukoliv aminokyselinu 
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Tabulka 33 - Seznam použitých primerů pro PCR reakce. Primery obsahují sekvence kompatibilní s LIC klonováním. 

 Označení genu 
5‘→3‘ primer (forward primer) 
3‘→5‘ primer (reverse primer) 

1 RDH11 
TTAAGAAGGAGATATACTATGGTTGAGCTCATGTTCCCGCTGTTGC 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCGTCTATTGGGAGGCCCAGCAGGTC 

2 RDH12 
TTAAGAAGGAGATATACTATGCTGGTCACCTTGGGAC 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCCTCCCACCGGATTCCTAG 

3 RDH14 
TTAAGAAGGAGATATACTATGGCAGTGGCCACTGC 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCTTTTAGCAGGCCAAC 

4 DHRSX 
TTAAGAAGGAGATATACTATGTCGCCATTGTCTGCGGC 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCCAGGGTCACATCAAGGACCC 

5 HSD17B2 
TTAAGAAGGAGATATACTATGGGGGACGTCCTGG 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCCCTGACCTTGGTGTTGAGC 

6 HSD11B2 
TTAAGAAGGAGATATACTATGGAGCGCTGGCCTTG 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCCCGAGCCACTGCTGG 

7 RDH5 
TTAAGAAGGAGATATACTATGTGGCTGCCTCTTCTGCTGGGTGCCTTAC 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCGTAGACTGCTTGGGCAGGCTTGGG 

8 RODH4 
TTAAGAAGGAGATATACTATGTGGCTCTACCTGGCG 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCGACTGCCTGGGCTGGTTTG 

9 MLSTD2 
TTAAGAAGGAGATATACTATGGTTTCAATCCCAGAATACTATG 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCGTATCTCATAGTGCTGGATGCTCGG 

10 MLSTD1 
TTAAGAAGGAGATATACTATGTCCACAATTGCAGCTTTCTATGGCG 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCAACTTTGAGCGTGCTGGATG 

11 HSD3B1 
TTAAGAAGGAGATATACTATGACGGGCTGGAGCTGC 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCCTGAGTCTTGGACTTC 

12 HSD3B2 
TTAAGAAGGAGATATACTATGGGCTGGAGCTGCCTTG 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCCTGAGTCTTGGACTTC 

13 HSD3B7 
TTAAGAAGGAGATATACTATGGCCGACTCTGCACAGG 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCCTGGGCTGAACCCGTAG 

14 HSD17B12 
TTAAGAAGGAGATATACTATGAGCACTTTCTTCTCG 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCGGTGGCCTTTTTCTTG 

15 HSD17B3 
TTAAGAAGGAGATATACTATGGGGGACGTCCTGGAACAGTTC 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCCCTGACCTTGGTGTTGAGCTTC 

16 SDHL 
TTAAGAAGGAGATATACTATGTTACCCAACACCGGGAGGCTGGCAG 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCCAGTCTGGCATTCATCTG 

17 DHRS3 
TTAAGAAGGAGATATACTATGGTGTGGAAACGG 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCTGTCCGCCCTTTGAAAG 

18 RETSDR2 
TTAAGAAGGAGATATACTATGAAATTTCTTCTGGACATC 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCTTGCGCTTTCATTTTATATCC 

19 RDH10 
TTAAGAAGGAGATATACTATGGTGGCCCCGCGCAGGCAGGGAGCG 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCATTCTTTAAATTTAATCAGTCAT 

20 RDHE2 
TTAAGAAGGAGATATACTATGTCTTTCAACCTGCAATC 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCGAGCTTCTTCTTTTGG 

21 DHRS1 
TTAAGAAGGAGATATACTATGGCAGCTCCCATGAATGG 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCGAACTTGCTAGTGTAGA 

22 HSD11B1 
TTAAGAAGGAGATATACTATGGCTTTTATGAAAAAATATC 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCCTTGTTTATGAATCTGTCC 

Tabulka pokračuje na následující straně 113. 
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Pokračování Tabulka 33. 

 
Označení 
genu 

5‘→3‘ primer (forward primer) 
3‘→5‘ primer (reverse primer) 

23 HSD17B8 
TTAAGAAGGAGATATACTATGGCGTCTCAGCTCCAGAACCG 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCCATGAAAAGACCTCCAGTGA 

24 NSDHL 
TTAAGAAGGAGATATACTATGGAACCAGCAGTTAGC 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCCTTGACCCTCCGCAG 

25 DKFZORFA 
TTAAGAAGGAGATATACTATGGTCTCTCCGGCTACCAGGAAG 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCCAGGGTCACATCAAG 

26 RETSDR4 
TTAAGAAGGAGATATACTATGAACTGGGAGCTGCTG 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCGTCATGTTTTGTCTTAAAG 

27 FVT1 
TTAAGAAGGAGATATACTATGCTGCTGCTGGCTGC 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCGGCAGTTTTGTCTGCATTTT 

28 HSD17B7 
TTAAGAAGGAGATATACTATGCGAAAGGTGGTTTTGATCACCG 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCTAGGCATGAGCCACTGAGC 

29 DHRS12 
TTAAGAAGGAGATATACTATGAATCTGCATGTAAAGAC 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCGTTCCCTTGTTTGTAGAG 

30 NSDLL 
TTAAGAAGGAGATATACTATGGACCCCAAAAGATCTCAAAAGG 
GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCCACATGAGAACTGCTATAATC 
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Obrázek 37 - Princip metody LIC využité při klonování SDR enzymů (upraveno dle Aslanidis & De Jong, 1990). 
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Tabulka 34 - Přehled lidských SDR enzymů (dle databáze SDR, Uniprot, The Human Protein Atlas). 

SDR ID UniProt ID Gen Protein Lokalizace 

SDR1E1 Q14376 GALE UDP-glukose- 4-epimerasa  Cytosol 

SDR2E1 O95455 TGDS dTDP-D-glukosa-4,6-dehydratasa Neznámá 

SDR3E1 O60547 GMDS GDP-mannosa- 4,6 dehydratasa Cytoplasma 

SDR4E1 Q13630 
TSTA3, 

SDR4E1 
GDP-L-fukosa synthasa Cytoplasma 

SDR5C1 Q99714 HSD17B10 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenasa typ 2 Mitochondrie 

SDR6E1 Q8NBZ7 UXS1 UDP-glukuronát decarboxylasa 1 GA 

SDR7C1 Q8TC12 
RDH11, 

PSDR1  
Retinoldehydrogenasa 11 (RalR1) ER 

SDR7C2 Q96NR8 RDH12 Retinoldehydrogenasa 12 ER 

SDR7C3 Q8NBN7 RDH13 Retinoldehydrogenasa 13 Mitochondrie 

SDR7C4 Q9HBH5 RDH14 Retinoldehydrogenasa 14  ER 

SDR7C5 Q6UX07 DHRS13 Dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodina) člen 13  Secernovaný 

SDR7C6 Q8N5I4 
DHRSX,  

DHRS5X 

Dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodina) člen  

na chromosomu X 
Membrána 

SDR8C1 P51659 HSD17B4 17beta-hydroxysteroiddehydrogenasa 4 Peroxisom 

SDR9C1 Q02338 BDH1 3-hydroxybutyrát dehydrogenasa Mitochondrie 

SDR9C2 P37059 HSD17B2 17beta-hydroxysteroiddehydrogenasa 2 ER 

SDR9C3 P80365 HSD11B2 11beta-hydroxysteroiddehydrogenasa 2 ER 

SDR9C4 Q9BPW9 DHRS9 
Dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodina) člen 9 

(RDH-E2, RDHL, retSDR8) 
ER 

SDR9C5 Q92781 
RDH5, 

RDH1 
11-cis retinoldehydrogenasa ER 

SDR9C6 O14756 
HSD17B6, 

RODH 
17beta-hydroxysteroiddehydrogenasa 6 ER 

SDR9C7 Q8NEX9 
SDR9C7, 

SDRO 

Dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodina 9C) člen 7 

(SDR-O, RDH-S) 
Cytoplasma  

SDR9C8 O75452 
RDH16, 

RODH4 
Retinoldehydrogenasa 16 ER 

SDR10E1 Q8WVX9 
FAR1, 

MLSTD2 
Fatty acyl-CoA reduktasa 1 Peroxisom 

SDR10E2 Q96K12 
FAR2, 

MLSTD1 
Fatty acyl-CoA reduktasa 2 Peroxisom 

SDR11E1 P14060 HSD3B1 3beta-hydroxysteroiddehydrogenasa/Delta 5->4-isomerasa 1 ER 

SDR11E2 P26439 HSD3B2 3beta-hydroxysteroiddehydrogenasa/Delta 5->4-isomerasa 2 ER 

SDR11E3 Q9H2F3 HSD3B7 3beta-hydroxysteroiddehydrogenasa 7 ER 

SDR12C1 Q53GQ0 HSD17B12 17beta-hydroxysteroiddehydrogenasa 12 ER 

SDR12C2 P37058 HSD17B3 17beta-hydroxysteroiddehydrogenasa 3 ER 

SDR12C3 Q3SXM5 HSDL1 Neaktivní hydroxysteroiddehydrogenasa-like protein 1 Mitochondrie 

SDR13C1 Q6YN16 HSDL2 Hydroxysteroiddehydrogenasa-like protein 2  Peroxisom 

SDR14E1 Q8IZJ6 TDH Neaktivní L-threonine 3-dehydrogenasa Mitochondrie 

SDR15C1 Q9BUT1 
DHRS6, 

BDH2 
Dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodina) člen 6 Cytosol 

SDR16C1 O75911 DHRS3 Dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodina) člen 3 (retSDR1) ER 

SDR16C2 Q8NBQ5 
HSD17B11, 

DHRS8 

17beta-hydroxysteroiddehydrogenasa 11 

(DHRS8, retSDR2) 
ER 

Tabulka 34 pokračuje na následující straně 113 
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SDR ID UniProt ID Gen Protein Lokalizace 

SDR16C3 Q7Z5P4 HSD17B13 17beta-hydroxysteroiddehydrogenasa 13 ER 

SDR16C4 Q8IZV5 RDH10 Retinoldehydrogenasa 10 ER 

SDR16C5 Q8N3Y7 
SDR16C5, 

RDHE2 

Epidermální retinoldehydrogenasa 2  

(RDH-E2, retSDR2) 
ER 

SDR17C1 Q9NUI1 
DECR2, 

PDCR 
Peroxisomální 2,4-dienoyl-CoA reduktasa Peroxisom 

SDR18C1 Q16698 
DECR1, 

DECR 
Mitochondriální 2,4-dienoyl-CoA reduktasa Mitochondrie 

SDR19C1 Q96LJ7 DHRS1 Dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodina) člen 1 ER 

SDR20C1 Q7Z4W1 DCXR L-xylulosareduktasa (renální dicarbonylreduktasa) Membrána 

SDR21C1 P16152 CBR1 Karbonylreduktasa 1 Cytosol 

SDR21C2 O75828 CBR3 Karbonylreduktasa 3 Cytosol 

SDR22E1 Q16795 NDUFA9 NADH-ubichinonoxidoreduktasa 1 podjednotka 9 Mitochondrie  

SDR23E1 Q9NZL9 MAT2B Methioninadenosyltransferass 2 podjednotka beta Cytosol 

SDR24C1 Q6UWP2 DHRS11 Dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodina) člen 11 Secernovaný 

SDR25C1 Q13268 DHRS2 Dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodina) člen 2 Jádro 

SDR25C2 Q9BTZ2 DHRS4 Dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodina) člen 4 
Peroxisom, 

jádro 

SDR25C3 Q6PKH6 DHRS4L2 Dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodina) člen 4-like 2 Secernovaný 

SDR25C4 P0CG22 DHRS4L1 
Předpokládaná dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodina) 

člen 4-like 2 
Neznámá 

SDR26C1 P28845 HSD11B1 11beta-hydroxysteroiddehydrogenasa 1 ER 

SDR26C2 Q7Z5J1 HSD11B1L  11beta-hydroxysteroiddehydrogenasa 3 Secernovaný 

SDR27X1 P49327 FASN, FAS Synthasa mastných kyselin Cytosol 

SDR28C1 P14061 HSD17B1 17beta-hydroxysteroiddehydrogenasa type 1 Cytosol 

SDR28C2 Q9NYR8 RDH8 Retinoldehydrogenasa 8 ER 

SDR29C1 Q9BY49 PECR Peroxisomální trans-2-enoyl-CoA reduktasa Peroxisom  

SDR30C1 Q92506 HSD17B8 17beta-hydroxysteroiddehydrogenasa 8 Mitochondrie 

SDR31E1 Q15738 NSDHL Sterol-4-alpha-karboxyláte-3-dehydrogenasa ER 

SDR32C1 Q6IAN0 DHRS7B Dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodina) člen 7B Peroxisom 

SDR32C2 A6NNS2 DHRS7C Dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodina) člen 7C ER 

SDR33C1 P09417 
QDPR, 

DHPR 
Dihydropteridinereduktasa Cytosol 

SDR34C1 Q9Y394 
DHRS7, 

RETSDR4 

Dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodina) člen 7 

(retSDR4) 
ER 

SDR35C1 Q06136 
KDSR, 

FVT1 
3-ketodihydrosfingosinreduktasa (FVT-1) ER 

SDR36C1 P15428 
HPGD, 

PGDH1 
Prostaglandindehydrogenasa 1 Cytoplasma  

SDR37C1 P56937 HSD17B7 17beta-hydroxysteroiddehydrogenasa 7 ER 

SDR38C1 P35270 SPR Sepiapterinreduktasa Cytosol 

SDR39U1 Q9NRG7 SDR39U1 Rodina epimeras protein SDR39U1 Neznámá 

SDR40C1 A0PJE2 DHRS12 Dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodina) člen 12 ER 

SDR41C1 Q9NZC7 WWOX WW doména-obsahující oxidoreduktasu  Cytoplasma 

SDR42E1 Q8WUS8 SDR42E1 Dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodina 42E) člen 1 Membrána 

Tabulka 34 pokračuje na následující straně 114 
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SDR ID UniProt ID Gen Protein Lokalizace 

SDR43U1 P30043 
BLVRB, 

FLR 
Flavinreduktase Cytosol 

SDR44U1 Q9BUP3 HTATIP2 Oxidoreduktasa HTATIP2 Cytoplasma 

SDR45C1 Q8N4T8 CBR4 Karbonylreduktasa 4 Mitochondrie 

SDR47C1 Q9BPX1 
HSD17B14, 

DHRS10 
17beta-hydroxysteroiddehydrogenasa 14 (retSDR3) Cytosol 

SDR48A1 Q9HBL8 NMRAL1 NmrA-like rodina s doménou obsahující protein 1 Jádro 
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